


















  主査：長岡技術科学大学 山口隆司 教授 
   副査：長岡技術科学大学 小笠原渉 准教授 
         長岡技術科学大学 高橋祥司 准教授 
         長岡技術科学大学 姫野修司 准教授 












 2-3-1. 嫌気酢酸酸化共生菌・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・12 
 2-3-2. 嫌気酪酸酸化共生菌・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・16 
  2-3-3. 共生機構・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・19 
2-4 メタン生成アーキアと嫌気共生細菌の生育場所・・・・・・・・・・・20 
  2-4-1. メタン生成条件における排水処理システム・・・・・・・・・・20 
 2-4-2. 枯渇油田地下圏域・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・21 
 2-4-3. 海洋環境・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・21 
  2-4-4. 水田・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・24 
  2-4-5. 動物の腸および糞便・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・25 
2-5 西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP)ラベルを触媒酵素と 






     2-1. 解析に用いた嫌気グラニュール汚泥の概要・・・・・・・・・・・・・39 
   2-2.クローンライブラリーの作成と分子系統解析・・・・・・・・・・・・40 
     2-3. Clone-FISH 用のクローン作成方法・・・・・・・・・・・・・・・・41 
     2-4. FISH 用サンプルの固定・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・41 
     2-5. FISH 法適用のためのグラニュール汚泥の分散化・・・・・・・・・・42 
     2-6. 16S rRNA を標的とした FISH 法・・・・・・・・・・・・・・・・ 42 
     2-7. mcrA遺伝子に特異的なポリヌクレオチドプローブの合成・・・・・ 43 
     2-8. mcrA遺伝子を標的とした FISH 法・・・・・・・・・・・・・・・・44 
     2-9. WCHA1-57 アーキアの培養培地・・・・・・・・・・・・・・・・・44 
     2-10. WCHA1-57 アーキアの培養条件・・・・・・・・・・・・・・・・44 
     2-11. WCHA1-57 アーキア細胞の増殖確認・・・・・・・・・・・・・・45 
第 3 節 実験結果および考察 
3-1. 未知 mcrA遺伝子の探索と 16S rRNA 遺伝子に基づく菌叢解析・・・46 
3-2. 標的 mcrA 遺伝子に特異的なポリヌクレオチドプローブの合成・・・ 49 
      3-3. ポリヌクレオチドプローブを用いた two-pass TSA FISH・・・・・・・ 53 
      3-4. 標的アーキア細胞の 16S rRNA を標的とした FISH 法および 
           CARD-FISH 法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・55 
      3-5. WCHA1-57 アーキアの集積培養の試み・・・・・・・・・・・・・・56 
 第 4 節 小括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・56 
      参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・58 
 
第 4 章 海底堆積物からの嫌気共生細菌集積培養の試み 
第1節 目的および概要・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・62 
第2節 実験方法 
 2-1. DHS リアクターによる嫌気共生細菌の一次集積培養の試み 
   2-1-1. 植種源に用いた深海底コア堆積物サンプル・・・・・・・・・・・・63 
   2-1-2. DHS リアクターの概要と運転条件・・・・・・・・・・・・・・・・64 
   2-1-3. 化学分析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・66 
   2-1-4. サンプリング・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・67 
      2-1-5. クローンライブラリーの作成と分子系統解析・・・・・・・・・・・68 
    2-2. バッチ式培養法による嫌気共生細菌の二次集積培養の試み 
      2-2-1. 植種源・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・68 
   2-2-2. 培養培地・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・68 
      2-2-3. 培養条件・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・69 
      2-2-4. 集積培養系内の微生物種の同定・・・・・・・・・・・・・・・・・69 
  第 3 節 実験結果および考察 
 3-1. DHS リアクターによる一次集積培養・・・・・・・・・・・・・・・・69 
      3-1-1. 有機物濃度の変動・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・70 
      3-1-2.DHS リアクター内の菌叢解析及びガス分析・・・・・・・・・・・・71 
  3-2. バッチ式培養法による嫌気共生細菌の二次集積培養の試み 
     3-2-1. メタンガスの測定および顕微鏡観察・・・・・・・・・・・・・・・73 
      3-2-2. 酪酸集積培養系内の微生物種の同定・・・・・・・・・・・・・・・73 
      3-2-3. 酢酸集積培養系内の微生物種の同定・・・・・・・・・・・・・・・77 
 第 4 節 小括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・78 





  2-1. 植種源・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・82 
  2-2. 培地および培養条件・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・82 
    2-2-1. 分離方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・83 
  2-3. 微生物種の同定・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・84 
    2-4. 推定酢酸酸化共生細菌培養系の純粋性確認・・・・・・・・・・・・・・84 
  第 3 節 実験結果および考察 
 3-1. 嫌気酪酸酸化共生細菌の純粋分離・・・・・・・・・・・・・・・・・・84 
  3-2. 推定嫌気酢酸酸化共生細菌の純粋分離・・・・・・・・・・・・・・・・86 
  第 4 節 小括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・89 
  参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・89 
 
第 6 章 酢酸集積培養系からの分離株の特性解析 
第1節 目的および概要・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・91 
第2節 実験方法 
  2-1. 共生系の再構築 
   2-1-1. 再共生に使用したメタン生成アーキア・・・・・・・・・・・・・・92 
   2-1-2. 培地および培養条件・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・93 
      2-1-3. 化学分析・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・94 
  2-2. 菌学的特性の検討 
   2-2-1. 至適生育温度、NaCl 濃度、pH の検討・・・・・・・・・・・・・・94 
      2-2-2. 脂肪酸と GC含量の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・95 
   2-2-3. 基質特異性の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・95 
 第 3 節 実験結果および考察 
  3-1. 嫌気酢酸酸化反応の証明 
      3-1-1. 異なるメタン生成アーキアとの共生系構築の検討・・・・・・・・96 
      3-1-2. 放射線同位体分析による嫌気酢酸酸化の検討・・・・・・・・・・・97 
   3-1-3. 活性炭に依存した酢酸酸化反応の促進検討・・・・・・・・・・・・99 
  3-2. 菌学的特性の検討 
      3-2-1. 至適生育温度、NaCl 濃度、pH、基質特異性の検討・・・・・・・・100 
      3-2-2. GC 含量と脂肪酸組成の検討・・・・・・・・・・・・・・・・・101 
 第 4 節 小括 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・104 
      参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・105 
 








 地球上において生産されるメタンは微生物由来が約 69％、 化石燃料やバイオマスの燃焼由来が

































Conrad, R. (2009). The global methane cycle: recent advances in understanding the microbial   
     processes involved. Environ. Microbiol. Rep. 1, 285‒292.  
      
 


















Figure 2-1 Carbon and electron flow through the various trophic groups of microorganisms involved in the 
methanogenic degradation of complex organic matter (Adapted from Schink (1997)). Groups of bacteria 
involved: 1, primary fermenting bacteria; 2, hydrogen-oxydizing methanogens; 3, acetate-cleaving 
methanogens; 4, secondary-fermenting (syntrophic) bacteria; 5, homoacetogenic bacteria. I, II and III, steps in 
degradation.  
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化することでメタンが放出される。また、H2/CO2やギ酸から酢酸を生成し、発酵性細菌群とは区別され
るホモ酢酸生成菌も存在する (Diekert & Wohlfarth, 1994)ことが知られている。 
 
2-2. メタン生成アーキア 
 アーキアには3つの門 (Crenarchaota, Euryarchaeota, Thaumarchaeota) が存在し、それらの門に
属する多様な分離株が報告されている。しかし近年、培養を介さない方法として環境中に存在する細胞
をランダムに分取し、得られた細胞の全ゲノム配列を解読するシングルゲノム解析やメタゲノム解析に
より、分離株は存在しないものの系統学的に新規な 7 つの門 (“Korarchaeota”, “Aigarchaeota”, 
“Diapherotrites”, “Parvarchaeota”, “Nanohaloarchaeota”, “Aenigmarchaeota”, 
“Nanohaloarchaeota”) が新たに提案されている (Rinke et al., 2013)。今までに環境中から分離されて
きた全てのメタン生成アーキアはこれらの門の中でもEuryarchaeota門に属していることが知られてい
る。Euryarchaeota 門には、メタン生成アーキア以外にも分離株の大半が海洋温泉や深海熱水噴出孔か
ら得られたことで知られている超好熱性Thermococci綱 (Leigh et al., 2011)や、少なくとも1.5 Mの
濃度の塩分が含まれている湖や土などからの分離例がある高度好塩菌 (Papke et al., 2011)、好熱好酸性
アーキアとして知られているThermoplasmata綱が属している。 
 今までに分離されたメタン生成アーキアは次の 7 つの目に分類される。Methanococcales 目、
Methanopyrles 目、Methanobacteriales 目、Methanosarcinales 目、Methanomicrobiales 目、
Methanocellales目およびMethanomassiliicoccales目である。なお、Methanomassiliicoccales目に





れているが (e.g., Iino et al., 2013 ; Paul et al., 2012)、今のところ分離株は一株しか報告されていない。  
 メタン生成アーキアは、多様な環境下で生存が確認されているものの利用可能な基質は比較的限られ
















の多くは生息環境とは異なる高水素分圧下 (約200 kPa) で培養が行われてきており、培養や分離ができ
た種類が限られていたが、嫌気共生培養系により数十～数百Pa程度と非常に低い濃度の水素で培養する
ことにより、非常に水素への親和性が高いメタン生成アーキアの分離に成功したとの報告 (Sakai et al., 
2007) や共培養系によって生成される水素濃度の違いによっても増殖してくるメタン生成アーキアが異





きないことに加え、酢酸への親和性はMethanosaeta 属の方が高いことで知られている (Jetten et al., 
1992)。一方で、Methanosarcina属を含むMethanosacrinales目やMethanomassillicoccales目はメ
タノール、メチルアミン等のメチル化合物を利用できる。 
 先に述べた通り、代謝経路は 3 種類あるが、全ての経路においてメタン生成アーキアに固有な酵素




存在し、McrIはmcrBDCGAがコードし、McrIIはmrtBDGAがコードしている (Pihl et al., 1994)。
mcrB、mcrG、mcrAとmrtAはMCRのβ-、γ-、α-subunitsをそれぞれコードしている (Lehmacher 
& Klenk, 1994)。mcrA遺伝子は分離された全てのメタン生成アーキアが有しているのに対し、mrtA遺
伝 子 は 、 Methanosphaera stadtmanae 、 Methanothermobacter marburgensis や







とも明らかにされている(e.g., Reeve et al., 1997; Enoki et al., 2011)。このMCRをコードしている
mcrA遺伝子は環境中のメタン生成アーキアに限定した多様性解析の分子マーカーとして使われている。
その理由は 2 点あり、1 点目は上記に記述した通りメタン生成反応の最終反応を担う共通の遺伝子であ
ること。2点目は、既に分離されているメタン生成アーキア内ではMethanosphaera stadtmanaeのみ
相関関係の違いはあるものの (Luton et al., 2002)、それ以外の既知メタン生成アーキアについては、目
レベルでは、16S rRNA遺伝子とmcrA遺伝子に基づく系統樹において相関関係のずれは生じておらず
(Luton et al., 2002; Borrel et al., 2013)、両遺伝子には強い相関関係があること (Fig. 2-3)。したがって、
系統分類の指標に使われている16S rRNA遺伝子と同様にmcrA遺伝子もメタン生成アーキアの多様性
解析のマーカーとして利用されている。 
Figure 2-2 Scheme of methanogenesis from H2/CO2 and formate (a), acetate (b), and methanol (c).  
Adapted from Hedderich & Whitman (2013). 
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Order, familu, and genus Morphology Major energy substrates Temperature optimum (°C)
　　Genus
                Methanobacterium Rod H2/CO2, formate, alcohols 37-45
                Methanothermobacter Rod H2/CO2, formate 55-65
                Methanobrevibacter Short rod H2/CO2, formate 37-40
                Methanosphaer Coccus H2/CO2 + methanol 37
     Family Methanothermaceae
        Genus 
                Methanothermus Rod H2/CO2 80-88
Order Methanococcales
    Family Methanococcaceae
       Genus
                 Methanococcus Coccus H2/CO2, formate 35-40
                 Methanothermococcus Coccus H2/CO2, formate 60-65
    Family Methanocaldococcaceae
       Genus
                 Methanocaldococcus Coccus H2/CO2 80-85
                 Methanotorris Coccus H2/CO2 88
Order Methanomicrobiales
    Family Methanomicrobiaceae
       Genus
                 Methanomicrobium Rod H2/CO2, formate 40
                 Methanoculleus Irregular coccus H2/CO2, formate, alcohols 20-55
                 Methanofollis Irregular coccus H2/CO2, formate, alcohols 37-40
                 Methanogenium Irregular coccus H2/CO2, formate, alcohols 15-57
                 Methanolactnia Rod H2/CO2, alcohols 40
                 Methanoplama Plate or disc H2/CO2, formate, alcohols 32-40
    Family Methanospirillaceae
       Genus
                 Methanospirillum Spirillum H2/CO2, formate, alcohols 30-37
    Family Methanocorpusculaceae
       Genus
                 Methanocorpusculum Small coccus H2/CO2, formate, alcohols 30-40
                 Methanocalculus Irregular coccus H2/CO2, formate 30-40
Order Methanosarcinales
    Family Methanosarcinaceae
       Genus
                 Methanosarcina Coccus, packets Methanol, MeNH2, H2,/CO2 Ac, DMS 35-60
                 Methanococcoides Coccus Methanol, MeNH2 23-35
                 Methanohalophilus Irregular coccus Methanol, MeNH2 35-40
                 Methanohalobium Flat polygons Methanol, MeNH2 40-55
                 Methanolobus Irregular coccus Methanol, MeNH2, DMS 37
                 Methanomethylovorans Coccus, packets Methanol, MeNH2, DMS, MT 34-37
                 Methanomicrococcus Flat polygons H2/CO2+Methanol, H2/CO2+MeNH2 39
                 Methanosalsum Irregular coccus Methanol, MeNH2, DMS 35-45
    Family Methanosaetaceae
       Genus
                 Methanosaeta Rod Ac 35-60
Order Methanopyrales
    Family Methanopyraceae
       Genus
                 Methanopyrus Rod H2/CO2 98
Order Methanocellales
    Family Methanocellaceae
       Genus
                 Methanoella Rod, coccus H2/CO2, formate 25-60
Order Methanomassiliicoccales
       Genus
                 Methanomassiliicoccus Coccus H2/CO2 + methanol 37
Order Methanobacteriales
　Family Methanobacteriaceae
Table 2-1 Taxonomy and major energy substrates of methanogenic archaea. Hedderich & Whitman (2013); 
Sakai et al. (2014); Dridi et al. (2012). 







応はエネルギー的に非常に進みにくい状態にある (Schink et al., 1997) 。しかし、水素資化性のメタン
生成アーキアと共生関係を築き、水素を消費させ、ある一定の水素分圧まで下げれば自由エネルギー変
化が発エルゴン反応になることから酸化反応を進ませることができる (Table 2-2；Fig.2-4 (A))。理論的
には25 °C、1気圧の条件下で酢酸では4 Pa、酪酸では22 Pa以下の水素分圧で反応が進むことが示さ
れている (Nakamura & Kamagata, 2006)。 
Figure 2-3 Phylogenetic positions of methanogenic archaea. (a) Bayesian phylogeny of Euryarchaeota based on a 
concatenation of 57 ribosomal proteins comprising 7,472 amino acid positions. (b) Maximum likelihood 
phylogeny of methanogens based on a concatenation of McrA-B-C-D-G protein sequences comprising 1,159 
amino acid positions. Adapted from Borrel et al. (2013) 
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水素やギ酸の他にも電子キャリアとして、活性炭や導電性鉱物等の電子伝達性を有する固体を利用して、
直接電子を伝達し、共生による有機物分解が起こる事象も報告されている (Kastening et al., 1997; Liu 
et al., 2012; Kato et al., 2012; Fig.2-4 (B))。また、Fe (III)の存在下で伝導性のある鞭毛、いわゆるナノ
ワイヤーを形成する鉄還元細菌 Geobacter sp. は（Reguera et al., 2005）、形成したナノワイヤーを
Methanosaeta sp. 細胞に結合させることで、ナノワイヤーを介した電子の授受が行うことができ、共生











Table 2-2 Change of Gibbs free energies under standard conditions in hydrogen-releasing reactions during 
oxidation of fermentation intermediates. Adapted from Schink et al. (2006). 
Figure 2-4 Syntrophic metabolisms of microorganisms. (A) Interspecies hydrogen transfer. (B) Interspecies electron 
transfer through magnetite particles. Adapted from Cruz Viggi et al. (2014). 
(A) (B) 






必要であると考えられる細菌の遺伝子配列がゲノム DNA 情報から推測されてきている (Wrom et al., 
2014; Nobu et al., 2014)。しかしながら、遺伝子情報だけではこの機能を有するか確かなことはわから
ず、最終的には培養を介した方法でなければ共生機能の有無を判断することは不可能である。 
 嫌気共生細菌の分離と嫌気共生系の証明が初めて行われたのは、1967年 (Bryant et al., 1967) であ
り、エタノールが含まれた“Methanobacillus omelianskii ” (現在では、Methanobacterium bryantiiと
呼ばれている) 集積培養系から嫌気エタノール酸化共生菌 “S organism” が分離されたことが、嫌気共
生系研究の始まりである。共生系のシステムが発見されていなかった当初は、“Methanobacillus 
omelianskii ” がエタノールからメタン生成までの代謝を請け負う特殊なメタン生成アーキアであると
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Thermotoga Thermotogales Thermotoga lettingae
















































Table 2-3 List of previously cultivated anaerobic syntrophic bacteria. Schink & Stams (2006); Zhang et al. (2005); 
Sousa et al. (2007); Wu et al. (2006); Hatamoto et al. (2007); Chen et al. (2005); de Bok et al. (2005); Imachi et al. 
(2002); Imachi et al. (2007). 
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2-3-1 嫌気酢酸酸化共生菌 
 嫌気酢酸酸化共生菌の反応式をTable 2-4に示す。共生関係による酸化反応は、反応式(2) syntrrophic 
acetate oxidationと反応式 (3) H2-consuming methanogenesisの反応を合わせた、反応式(4)で生じる。
結果、1 分子の酢酸から 1 分子のメタンが生じる。嫌気的酢酸酸化共生細菌の代謝経路は、メタン生成
アーキアと共生する酢酸酸化共生細菌AOR 株、C.ultunense BST株とT. phaeum PBT株の代謝活性試
験により明らかにされている (Lee & Zinder, 1988; Schnürer et al., 1996; Hattori et al.,2005)。これ
ら3株は、嫌気酢酸酸化共生細菌であると同時に単独培養ではH2/CO2やギ酸から酢酸を生成するホモ酢
酸生成菌であることも報告されている。単独培養では還元的 Carbonmonoxide 




嫌気酢酸酸化共生菌の存在の手がかりに分子マーカーとして利用されている (Lovell and Hui, 1991; 
Pester and Brune, 2006; Westerholm et al., 2010)。ところが、2014年のNobu et al.の研究結果から、
今まで報告されてきた嫌気酢酸酸化経路とは異なる代謝経路が存在する可能性を T. lettingae TMOT株




胞子形成菌でもあり運動性を有している (Table 2-5)。 





Table 2-4 Microbial reactions involved in acetate and hydrogen metabolism. Adapted from Hattori (2008). 
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 次に分離された株は、1996年にSchnürer et al. (1996) によって報告されたClostridium ultunense 
BST株であり、系統的にClostridiales目のFamily XI に属している。豚のエサを添加した高濃度塩化ア
Figure 2-5 Syntrophic acetate degradation pathways previously proposed (left) and newly proposed syntrophic 
acetate degradation pathway (right). The corresponding Pseudothermotoga lettingae strain TMO loci are also 
noted. Co-reactants and co-products include adenosine triphosphate (ATP, magenta), adenosine diphosphate 
(ADP), oxidized/reduced ferredoxin (Fdox and Fdred, orange), coenzyme A (CoA), tetrahydrofolate (THF), 
lipoylprotein (LP), oxidized/reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+ and NADH, orange), and 
oxidized/reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP+ and NADPH, orange). Adapted from 
Nobu et al. (2014). 
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 3番目に分離された株は、2000年にHattori et al. によって高温のクラフトパルプの排水処理メタン





の共生パートナーとして Methanothermobacter thermautorophicus ΔH 株でも共生を組ませること
ができたが、酢酸酸化効率が大幅に下がったとも報告されている (Hattori et al., 2001)。加えて、PBT
株は他の酢酸酸化共生菌と比べると比較的広い基質特異性を有しており、特に多様な種類のアミノ酸を
Figure 2-6 Neighbor-joining phylogenetic tree based on syntrophic acetate oxidizing bacteria and related 
bacterial 16S rRNA gene sequences. A 16S rRNA gene sequence of Thermosulfidibacter takaii (AB282756) was 
used as the out-group. The numbers show the bootstrap values obtained after 1,000 repliates. The scale bar 
indicates 2% sequence divergence. 
 




の特性は、硫酸還元細菌に非常に似ており、例えば Desulfotomaculum acetoxidans や D. 
thermoacetoxidansである。これらは、硫酸を還元することにより酢酸の完全酸化をすることができる
と言われている (Widdel & Pfennig, 1977; Min & Zinder, 1990)。さらに、硫酸還元細菌が保有してい
ると言われている、dissimilatory adenosine-5’-phosphosulfate (APS) reductase 遺伝子を有している
ことも報告されている。 
 4番目に分離された株は、Thermotogales目に属するThermotoga lettingae TMOT株である。TMOT
株は、メタノールを唯一の基質として添加している高温の硫酸還元バイオリアクターから分離された 
(Balk et al., 2002)。加えてTMOT株は他の酢酸酸化共生細菌の分離株とは異なり、メタノールを炭素源





 5番目と6番目に分離された株は、高濃度のアンモニウム濃度 (6 g NH4+-N/l) が含まれている魚粉製
造工場の排水を処理する汚泥から分離された (Westerholm et al., 2010)。分離された株は、
Syntrophaceticus schinkii Sp3T と Clostridium ultunense EsP 株 で あ る 。 Sp3T 株 は






加した集積培養系を植種源にして Sp3T株はベタインを基質として、Esp 株は乳酸を基質とした Agar 
shake methodでの分離に成功している。Sp3T株の分離後Methanoculleus sp.と再共生させ、酢酸酸化
能の有無を確認したところ、能力を有していたことが報告されている。 
 7‒10 番目に報告された株は、Thermoanaerobacterales 目に属する Tepidanaerobacter 
acetatoxydansであり、Re1T株、Re2株、T1株、T2株がWesterholm et al. (2010) によって分離され
た。これらの株も高濃度の塩化アンモニウム (6.4‒7 g NH4+-N/l) が含まれている循環型の消化リアクタ
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ーや塩化アンモニウムに加え酢酸を添加した集積培養系から得られたことが報告されている。系統学的















2CH3(CH2)2COO- + HCO3- + H2O → CH4+3CH3COO- + H+  ΔG0’ = -40 kJ/reaction 
2分子の酪酸から1分子のメタンと3分子の酢酸が生成される (Nakamura and Kamagata, 2006)。嫌
気酪酸酸化共生細菌が酪酸を酸化する時は、代謝経路としてacetoacetyl coenzyme A (CoA)と基質レベ
ルのリン酸化により得たATPを経由してβ-酸化させる、beta-oxidation pathwayを利用する (Schink, 
1997)。Syntrophomonas wolfei のゲノム解析による代謝経路の推定図によるとCoA transferaseによ
って触媒される acetyl-CoA により酪酸が butyryl-CoA になる。その後は、Crotonyl-CoA から
3-hydroxybutyryl-CoAとacetoacetyl-CoAを介し、2個のAcetyl-CoAが形成される。一つは酪酸の活
性化に利用され、もう一方は、phosphotransacetylaseによってATPとacetate kinaseが合成され、最
終的に酢酸が生成される (Müller et al., 2010)。 
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Table2-5. Diffrential characteristics between other syntrophic acetate-oxidizing bacteria.
Strain AOR (Lee & Zinder, 1988), Clostridium ultunense (Schnürer et al., 1996), Thermoacetogenium phaeum (Hattori et al., 2000), Syntrophaceticus schinkii and Clostridium ultunense (Westerholm et al., 2010), Tepidanaerobacter acetatoxydans  (Westerholm et al., 2011)
Thermotoga lettingae (Balk et al., 2002), Syntrophaceticus schinkii (Westerholm et al., 2010).
Abbreviations, +, positive; -, negative; +/-, vary; (+), growth and methane production very poor; ND, not determined.
The number in parentheses for the optimum temperature and pH indicate the range allowing growth.
*a These subtrates can be utilized in the presence of thiosulfate .
*c These subtrates can be utilized in the presence of thiosulfate or sulfate .
*d These subtrates can be utilized in the presence of thiosulfate, elemental sulfer, Fe(III) or anthraqinone-2,6-disulfonate



































curved rods Irregularly rod Irregularly rod Irregularly rod Irregularly rod
Cell size (µm) 0.4-0.6 x 2-3 0.5-0.7 x 0.5-7 0.4-0.7 x 2-12.6 0.5-1 x 2-3 0.5-1.0 x 2-5 0.5-0.7 x 3-7 0.3-0.5 x 1.5-15 0.4-0.6 x 2.0-9.0 0.4-0.6 x 2.0-10 0.6-0.8 x 1.5-10
Spore formation - + + - + + + + + +
Motility ND + - + + + + + + +
Optimum temp. (˚C) 60 (50-65) 37 (15-50) 58 (40-65) 65 (50-70) 25-40 25-45 20-55 25-55 25-55 20-55
Optimum pH ND 7 (5-10) 6.8 (5.9-8.4) 7 (6-8.5) 6.0-8.0 5.0-9.0 4.0-9.5 4.5-9.5 5.0-9.5 4.0-9.5
Optimum NaCl (g/l) 10 (0-28) ND ND ND ND ND ND
G+C content (mol %) 47 32 53.5 39.2 ND ND 38.4 ND ND ND
Major menaquinone ND ND MK-7 ND ND ND
Supplememt required Yeast extract Yeast extract None Yeast extract† Yeast extract Yeast extract None None None None
Substrate utilization:
In pure culture
  Yeast Extract ND ND - + ND ND ND ND ND ND
  H2/CO2 + - + +*a - - - - - -
  Formate + + + +*a - - - - - -
  Acetate - -    +*c +*a - - - - - -
  Etylene glycol + + - ND - - - - - -
  Methanol - - + +*d - - - - - -
  Ethanol - - + ND + + - - - -
  Lactate - - - + + + - - - -
  1-Propanol - ND + - ND ND ND ND ND ND
  1-Butanol - - + - - - - - - -
  2-Butanol ND - + ND ND ND ND ND ND ND
  Isobutanl ND ND ND - ND ND ND ND ND ND
  2-Propanol ND - + ND - - - - - -
  1,2-Propanediol + - - ND - - + + - +
  2,3-Butanediol - ND + - - - - - - -
  1,2-Butanediol - ND +
  Ethanolamine - - + ND ND ND ND ND ND ND
  Glycerol - - - + - - + + + +
  Pyruvate + + + + - + + + - +
  3,4,5-Trimethoxybenzoate - - + ND ND ND ND ND ND ND
  N,N-dimethylglycine - ND ND ND ND ND ND ND ND ND
  Syringate ND - + ND - - - - - -
  Vanillate ND - + ND - - - - - -
  Glycine - - + ND - - - - - -
  Betaine + + -     +*a + + - - - -
  Methylamine - - - + - - - - - -
  Cystein ND + + ND - + + + + +
  Glucose - - - + - - + + + +
  Fructose - - - + - - + + + +
  Galactose ND - - + - - + + + +
  Sucrose ND - - + - - - - - -
  Mannose ND - ND + - - + - + +
  Maltose ND - - + - - - + - +
  Lactose ND - - + - -    +*a    +*a    +*a    +*a
  Cellobiose ND - ND + - - + + + +
  Raffinose ND - ND ND - + - - - -
  Malate - - - ND - - + + + +
  Citrate ND - - ND - - + + + +
  Benzoate ND ND ND - - - - - - -
  Fumarate - - - - - - - - - -
  Mannitol ND - ND - - - - - - -
  Ribose ND - ND + - - - + + +
  Salicin ND - ND ND - - + + + +
  Sorbitol ND - ND ND - - - - - -
  Isoleucine ND ND ND    +*a ND ND ND ND ND ND
  Leucine ND - ND    +*a - - - - - -
  Valine ND ND ND    +*a ND ND ND ND ND ND
  Proline ND - ND ND - - - - - -
  Acetoin - - ND ND - - - - - -
  Arabinose ND  - ND + - - - - - -
  Asparagine ND - ND ND - - - - + +
  Histidine ND - ND ND - - + - + +
  Methionine ND - ND ND - - + + + +
  Serine ND - ND + - - + - + +
  Phenylalanine ND - ND ND - - - - - -
  Casamino acids - - ND + - - + - + -
  Tryptone ND ND ND ND - - + - - -
  Tryptophan - ND ND
  Ethylene glycole + + - ND - - - - - -
  Xylose ND - ND + - - - - - -
  CO + - ND ND - - - - - -
  Dimethylamine - - -  - - + - - -
  Biotrypticase ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Gelatin ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Rhamnose ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Pectin ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Starch ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Xylan ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  2-oxoglutarate ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Raffinose ND - ND ND - + - - - -
  Trimethylamine - ND - + ND ND - - - -
  Sarcosine - ND - ND ND ND ND ND ND ND
  Acetylene - ND ND ND ND ND ND ND ND ND
  Hexamethyltetraamine ND - ND ND ND ND ND ND ND ND
  Mandelate ND - ND ND ND ND ND ND ND ND
  Choline ND ND ND - ND ND ND ND ND ND
  Peptone ND ND ND + ND ND ND ND ND ND
  Butyrate ND ND ND - ND ND ND ND ND ND
  Succinate ND ND ND - ND ND ND ND ND ND
In co-culture with methanogen
  Acetate + + + + + + + + + +
  Leucine +
  Ethanol +
  Methanol +
  Betaine +
  Isoleucine +
  Valine +
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 今までに分離された嫌気酪酸酸化能を有する株は全て Firmicutes 門もしくはδ-proteobacteria 門に
分類される。Firmicutes 門に属する株は Syntrophomonadaceae 科に属し、syntrophomonas 属、
thermosyntropha 属、Syntrophothermus 属にそれぞれ分類される。一方で、δ-proteobacteria 門に
属する株は、Syntrophaceae科の Syntrophus属に属している。最初に環境中から分離された嫌気酪酸




ーキア Methanospirillum hungatei、Methanobacterium formicicum や Methanothermobacter 
thermautotrophicus ΔH 株と多様なメタン生成アーキアと共生を築いていたことが報告されている。
分離された酪酸酸化共生細菌の中でもS. bryantiiは適度な塩分を好み、約10 MのNaCl濃度が推奨培
地の組成として指定されている (Zhao et al., 1990)。この濃度は他の酪酸酸化共生菌と比較して非常に
高濃度であることがわかる。例えば、S. palmitaticaは1‒200 mM領域で生育することができ、至適濃
度が25 mMである (Hatamoto et al., 2007)。また、S. cellicolaは0‒450 mMが生育可能濃度で、至
適が100 mM以下である (Wu et al., 2006)。S. curvataは、0‒100 mMの領域で生育が可能であり、
50 mM以下が至適生育濃度である (Zhang et al., 2005)。唯一S. bryantiiに近い塩耐性を有していたの
がアルカリ性の湖から分離されたT. lipolyticaである (Svetlitshnyi et al., 1996)。この株は5 MのNaCl
で僅かに生育阻害を起こし、10 MのNaClで完全に生育阻害を起こすことが報告されている。  
 単独基質に関しては、S. wolfeiはクロトン酸を基質にすることで純粋培養ができるという報告が1987
Figure 2-7 Hypothetical energy-transforming mechanisms in the butyrate-degrading Syntrophomonas wolfei. 
Adapted from Müller et al. (2010). 






離された株の基質特異性が調べられてきたが、 Syntrophomonas sapovorans 以外の
Syntrophomonadaceae科に属する全ての酪酸酸化細菌は、クロトン酸を単独基質として利用すること
ができる。ただし、クロトン酸を基質にして培養した時は生育速度が非常に遅く、S. palmitatica は
1.07±0.02/day (Hatamoto et al., 2007)、S. wolfei や S. lipocalidus は 0.7、0.9/day  (Beaty & 
Mcinerney, 1987; Sekiguchi et al., 2000)である。S. curvataは、それらよりも生育速度が早く2.2/day 

















べられている (Müller et al., 2009; Müller et al., 2010; Dong and Stams, 1995)。加えて、環境中にお
けるキャリアの選択は環境状態に依存するとの報告もある (Graentzdoerffer et al., 2003)。 
 また、導電性鉱物を使用した報告では、HematiteやMagnetite、Ferrihydriteなどを使って主に鉄還
元細菌であるGeobacter 属と、メタン生成アーキアとの共生による基質分解やメタン生成の促進 (Kato 
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et al., 2011; Kato et al., 2012; Liu et al., 2015) に着目した研究がなされている。また、Geobacter 
metallireducensとGeobacter sulfurreducensの共培養系やG. metallireducens とMethanosarcina 
bakeriの共培養系に、biochar を入れて培養することで微生物間の電子伝達が促進され、基質分解効率
の上昇や基質の酸化促進力が上昇したとの報告がある (Chen et al., 2014)。それに加え、リアクターか
ら得られたメタン生成グラニュール汚泥と活性炭を混合して培養したところ、メタン生成速度が促進さ















Methanosaeta 属 、 Methanosarcia 属 、 Methanospirillum 属 、 Methanobacterium 属 、
Methanomassiliicoccales目、高温処理システム内ではMethanothermobacter属に属していることが
知られている。同様の環境では、既知のメタン生成アーキアに加え、未培養アーキアグループWCHA1-57 
(WSA2、ARC Iとも呼ばれている) が高頻度に検出されている (e.g., Rivière et al., 2009; Chouari et al., 
2005; Steinberg et al., 2008)。特にRivière et al., (2009) の報告ではアーキアドメインの中で存在率
51%の Methanosarcinales 目に続いて 36% の WCHA1-57 が存在したことが示されている。また、
Chouari et al. (2005)らの報告でも、Methanosarcinales目、Methanomicrobiales目の検出率を上回る
全体の66%の検出率でWCHA1-57グループが検出され、下水処理システムにおいては重要なアーキア
だと考えられる。このアーキアの特性として報告されていることは、メタン生成アーキアの典型的な基
質であるギ酸や水素によって集積培養系の獲得に成功したとの報告はなされているが (Chouari et al., 







酢酸、プロピオン酸、エタノール、安息香酸を基質とした共生細菌が得られている (e.g., Zhang et al., 
2004; Hattori et al., 2000; Chen et al., 2005; Mountfort et al., 1984)。 
 
2-4-2.  枯渇油田域地下圏域 
 様々な油田域において発酵性細菌やホモ酢酸生成菌が存在することが知られている (e.g, Dahle et al., 
2008; Grabowski et al., 2005)。また、Methanocalculus属やMethanoculleus属を含む酢酸、水素、
メタノール、メチルアミンを資化するあらゆるメタン生成アーキアが高温から低温に至る油田において
分離されている (Ollivier et al., 1998; Cheng et al., 2007; Cheng et al., 2008; Nazina et al., 2006)。
加えて、既知の嫌気酪酸酸化共生細菌や嫌気酢酸酸化細菌と高い相同性を有するクローンが検出される
場所の一つでもある (Mayumi et al., 2011; Yamane et al., 2011; Dahle et al., 2008)。菌叢解析の結果
でも示されているように油田内にはメタン生成活動が非常に活発な場所である。このような単一での菌
体報告例だけではなく枯渇油田において、酢酸酸化共生細菌の存在・活性証明および油田中のメタン生










 2-4-3.  海洋環境 
 海底下深部で生成されたメタンはδ13C-CH4の同位体組成の違いにより、その起源が調べられており、 
生物学的にメタンが生成される経路と非生物学的にメタンが生成される経路が存在する (Kawagucci et 
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al., 2013)。生物由来のメタンには大きく分けると2種類あり (Valentine et al., 2004) 、一種類目は水
素を電子受容体として CO2還元を行う経路である。CO2還元型の水素資化性メタン生成アーキアに利用
される水素は、微生物による有機物発酵によって得られた水素と岩石破壊によって得られた無機物由か




の化学反応により無機炭素化合物からメタンが生成される (McCollom & Seewald, 2007)。このような
環境で生成されるメタンは、一般的に非生物メタンに限られると考えられている (Kawagucci & Toki, 
2010)。(2) 熱分解によって有機物が分解することでメタンが生成される経路である (e.g., Giggenbach, 
1997)。この反応は、有機物を含む堆積物が存在している熱水領域で起きることが知られている。熱分解




おり、最深部である海底下400 mから500 mの堆積物中には300 m付近の堆積物中と比較して、嫌気








ことが示唆されている (Kawagucci et al., 
2013)。メタンの起源の指標として、δ13C-CH4
値が使われているが、微生物由来のメタンは13C
が欠乏することから、約 -110 から-50‰ の値
をとり、発酵型よりもCO2還元型由来のメタン
の方がδ13C-CH4 は低い値を示す (Whiticar, 
Figure 2-8 A schematic drawing illustrating 
methanogenic pathways in subseafloor geofluid 
systems. Adapted from Kwagucci et al. (2013). 
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1999)。一方で、非生物メタンでは-20‰ から-5‰ (Kawagucci et al., 2013)、有機物の熱分解メタンは、
-50‰ から-20‰ の値を示すことが報告されている(Whiticar, 1999)。ところが2004年に中央インド洋
灰嶺の水深 2,410‒2,450 m に位置している深海熱水フィールドから分離された Methanopyrus 
Kandleri strain 116は 40 MPaで培養したところδ13C-CH4の値が、今まで指標として使われていた値
とは異なる -12‰ 以下であったことと、生物の存在が証明されていなかった環境（130°C、40 MPa）
の高圧条件下かつ高温で2時間生存出来ることが報告されたことから (Takai et al., 2008)、非生物メタ







海（水深241m）の表層堆積物から単離されたMethanosarcina balticaである (Klein et al., 2002)。こ
の分離株は、メタノールやメチルアミン等のメチル化合物、または、酢酸を用いることでメタン生成を





aeolicus が単離されている (Kendall et al., 2006)。加えて、最新の分離株の報告は2011年に行われて
おり、排水処理分野で使用されているdown-flow hanging sponge (DHS)リアクターを活用することで、
下北八戸沖の深海掘削コア試料から Methanobacterium、Methanobrevibacter、Methanosarcina、
Methanococcoides 属に分類されるメタン生成アーキアの分離に成功したことが報告されている 





メタン生成アーキアの分布調査も行われており、南海トラフ (Newberry et al., 2004)、ペルー海溝 
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(Inagaki et al., 2006)、ペルーマージン (Parkes et al., 2005)、カスカディアマージン (Yoshioka et al., 
2010) にて解析が行われている。ペルー海溝においては、Methanosaricinales 目に属する mcrA 遺伝
子のみが検出された一方で、それ以外の上述の堆積物においては Methanosarcinales 目 もしくは
Methanobacteriales 目あるいは双方に属するmcrA遺伝子が検出されている。さらに最近の研究では、
anaerobic methanotroph (ANME) とよばれる嫌気的メタン酸化反応を行うアーキアが、メタン生成反



















2-4-4. 水田  
 水田から放出されるメタンは、地球全体のメタン排出量の 10-25%にも昇るという試算が行われてお
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Methanosarcinales目に属するMethanosaetaceae科、Methanosarcinaceae科、水素を資化するメタ









動することが可能であり(Wu et al., 2006)、酸素耐性遺伝子を有していることも報告されている (Erkel 
et al., 2006; Lü and Lu, 2012)。 
 また、分離されている嫌気プロピオン酸酸化共生菌の大半は排水処理汚泥から得られているが、水田
に生育するプロピオン酸酸化共生菌に焦点をあてた報告も存在する。例えば、Lueders et al., (2004)の
報告ではrRNAを対象としたstable-isotope probing法 (SIP法)をしたところ、Syntrophobacter spp.
やSmithella spp. が水田中のプロピオン酸酸化反応に関与していることが示された。 
 
2-4-5.  動物の腸および糞便 
 ヒト、牛、羊、ウサギ、シロアリ、ゴキブリなど様々な生物種にわたる腸や糞便にはMethanobacteriales
目のMethanobrevibacter属が最も優占しており、同様にMethanosphaera属も腸内に特異的に生息す
るメタン生成菌として知られている (Liu & Whitman, 2008)。さらにヒトの腸から検出されるメタン生
成アーキアは、Methanobrevibacter smithiiとMethanosphaera stadtmanaeの2種類に限定されてお
り、腸内におけるメタン生成アーキアの多様性は非常に低いことで知られている (Dridi et al., 2009)。
これらの優位性の理由について述べている報告もある (Samuel & Gordon, 2007)。ところが、2012年
にそれらのメタン生成アーキアに加え、ヒトの腸由来のメタン生成アーキアとして3 種類目のメタン生
成アーキアMethanomassiliicoccus luminyensisがヒトの糞便から分離された (Dridi et al., 2012)。 
 
2-5. 西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) ラベルを触媒酵素として用いたFISH法 
  FISH法は、16S rRNA、mRNA、遺伝子を対象にして環境中の微生物を特異的に視覚的に検出させ
ることができる手法である。ところが、FISH 法の課題として rRNA の含有量が少ない微生物、もとも





開発されている (e.g., Hodson et al., 1995; Hoshino et al., 2010; Maruyama et al., 2003; 
Zwirglmaier et al., 2004; Yamaguchi et al., 2014; Kawakami et al., 2012)。その中の一つで、酵素反
応によるシグナル増幅法を用いる方法として catalyzed reporter deposition (CARD)-FISH (tyramide 










泥中の E. coli 細胞を検出させるには 1,400 ± 170 copies/cell 以上の 16S rRNA が必要であるが
CARD-FISH法では36 ± 6から54 ± 7 copies/cell以上の16S rRNA含有量で検出することが可能であ
ると言われている (Hoshino et al., 2008)。さらに、TSA-FISH法、two-pass TSA FISH法とポリヌク
レオチドプローブを併用した方法を用いることでゲノムDNA遺伝子上の1遺伝子を検出例も報告され














されたメタン生成アーキアにはs-layer、pseudomurein、methanochondroitin と sheath の4 種類の
細胞壁構造が存在することが知られている (Kubota et al., 2008)。そのうちのs-layerは、浸透圧や剪断
力に敏感であることに加え、SDSによりs-layerタンパク質は可溶化される。このことから、細胞壁構造
s-layer を有しているメタン生成アーキア Methanococcus vannielii、Methanoculleus bourgensis、
Methanolobus vulcani、Methanogenium organophilumやMethanosarcina mazeiは、特別な細胞壁
処理を行わなくてもハイブリダイゼーションバッファーに含まれているSDSでHRPを細胞内に浸透さ
せることができることが知られている (Kubota et al., 2008)。加えて、Sheathを有する一部のメタン生
成アーキアMethanospirillum hungateiとMethanosaeta thermophilaは、得られた蛍光は弱く十分な
浸透性が得られたわけでは無かったが、細胞の透過性処理を行わなくてもHRPを細胞内に浸透させるこ
とが可能であったことが報告されている (Kubota et al., 2008)。その一方で、pseudomurein、
methanochondroitinやsheathを有する一部のメタン生成アーキアは何らかの方法で細胞壁処理を行わ
Figure 2-9 Schematic depiction of FISH, CARD-FISH, and two-pass TSA-FISH. Addapted from Kubota (2013). 













Balk, M., Weijma, J. and Stams, A. J. (2002). Thermotoga lettingae sp. nov., a novel thermophilic,  
methanol-degrading bacterium isolated from a thermophilic anaerobic reactor. Int. J. Syst. 
Evol. Microbiol. 52, 1361‒1368. 
Beaty, P. S. & Mcinerney, M. J. (1987). Growth of Syntrophomonas wolfei in pure culture on 
crotonate. Arch. Microbiol. 147, 389‒393. 
Bertram. S., Blumenberg, M., Michaelis. W., Siegert. M., Krüger. M. and Seifert. R. (2013). 
Methanogenic capabilities of ANME-archaea deduced from 13C-labelling approaches. Environ. 
Microbiol. 15, 2384‒2393. 
Borrel, G., O'Toole, P. W., Harris, H. M., Peyret, P., Brugère, J. F., and Gribaldo, S. (2013). 
Phylogenomic data support a seventh order of methylotrophic methanogens and provide 
insights into the evolution of methanogenesis. Genome. Biol. Evol. 5, 1769‒1780.  
Brayant, M. P., Wolin, E. A., Wolin, M. J., and Wolfe, R. S. (1967). Methanobacillus omelianskii, a  
     symbiotic association of two species of bacteria. Archiv. für. Mikrobiologie. 59, 20‒31. 
Castro, H., Ogram, A., and Reddy, K. R. (2004). Phylogenetic characterization of methanogenic 
assemblages in eutrophic and oligotrophic areas of the florida everglades phylogenetic 
characterization of methanogenic assemblages in eutrophic and oligotrophicareas of the 
florida, Appl. Environ. Microbiol. 70, 6559‒6658. 
Chen, S., Liu, X. and Dong, X. (2005). Syntrophobacter sulfatireducens sp. nov., a novel syntrophic, 
propionate-oxidizing bacterium isolated from UASB reactors. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55, 
1319‒1324.  
Chen, S., Rotaru, A. E., Shrestha, P. M., Malvankar, N. S., Liu, F., Fan, W., et al. (2014). Promoting 
interspecies electron transfer with biochar. Sci. Rep. 4, 5019. 
Cheng, L., Qiu, T.L., Yin, X.B., Wu, X.L., Hu, G.Q., Deng, Y., and Zhang, H. (2007). 
Methermicoccus shengliensis gen. nov., sp. nov., a thermophilic, methylotrophic methanogen 
isolated from oil-production water, and proposal of Methermicoccaceae fam. nov. Int. J. Syst. 
Evol. Microbiol. 57, 2964‒2969. 
Cheng, L., Qiu, T. L., Li, X., Wang, W. D., Deng, Y., Yin, X. B., Zhang, H. (2008). Isolation and  
 2  
 29 
    characterization of Methanoculleus receptaculi sp. nov. from Shengli oil field, China. FEMS.  
    Microbiol. Lett. 285, 65‒71. 
Chouari, R., Le, Paslier, D., Daegelen, P., Ginestet, P., Weissenbach, J., and Sghir, A. (2005). Novel 
predominant archaeal and bacterial groups revealed by molecular analysis of an anaerobic 
sludge digester. Enviro. Microbiol. 7, 1104‒15.  
Cragg B. A., Harvey, S. M., Fry J. C., Herbert R. A. and Parkes R. J. (1992), Bacterial biomass and 
activity in the deep sediment layers of the Japan sea, Hole 798b, Proc. Ocean. Drilling 
program Sci. Results 127/128, 761‒776. 
Cruz Viggi, C., Rossetti, S., Fazi, S., Paiano, P., Majone, M., and Aulenta, F. (2014). Magnetite 
particles triggering a faster and more robust syntrophic pathway of methanogenic propionate 
degradation. Environ. Sci. Technol. 48, 7536‒43. 
Dahle, H., Garshol, F., Madsen, M. and Birkeland N. K. (2008). Microbial community structure 
analysis of produced water from a high-temperature North Sea oil-field, Antonie Van 
Leeuwenhoek 93, 37‒49. 
de Bok, F. A., Harmsen, H. J, Plugge, C. M., de Vries M.C., Akkermans A.D., de Vos W. M., and 
Sams, A. J. (2005). The first true obligately syntrophic propionate-oxidizing bacterium, 
Pelotomaculum schinkii sp. nov., co-cultured with Methanospirillum hungatei, and emended 
description of the genus Pelotomaculum. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55, 1697‒1703.  
Diekert, G and Wohlfarth, G. (1994). Metabolosm of homoacetogens. Antonine Van Leeuwenhoek 
66, 209‒221. 
Dong, X and Stams, A. J. (1995). Evidence for H2 and formate formation during syntrophic butyrate 
and propionate degradation. Anaerobe 1, 35‒39. 
Dridi, B., Henry, M., Khéchine, A. E., Raoult, D. and Drancourt, M. (2009). High prevalence of 
Methanobrevibacter smithii and Methanosphaera stadtmanae detected in the human gut 
usingan improved DNA detection protocol. PLoS One 4, e7063. 
Dridi, B., Fardeau, M.L., Ollivier, B., Raoult, D., and Drancourt, M. (2012). Methanomassiliicoccus 
luminyensis gen. nov., sp. nov., a methanogenic archaeon isolated from human faeces.  
     Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 1902‒1907.  
Enoki, M., Shinzato, N., Sato, H., Nakamura, K., and Kamagata, Y. (2011). Comparative proteomic 
analysis of Methanothermobacter themautotrophicus ΔH in pure cultureand in co-culture 
with a butyrate-oxidizing bacterium. PLoS One 6, e24309.  
Erkel, C, Kube, M, Reinhardt, R and Liesack, W. (2006). Genome of rice cluster I archaea-the key  
     methane producers in the rice rhizosphere. Science 313, 370‒372. 
Ferry, J. G. (1999). Enzymology of one-carbon metabolism in methanogenic pathways. FEMS. 
Microbiol. Rev. 23, 13‒38. 
Franzmann, P. D., Springer, N., Ludwig, W., Conway D.M., and Rohde, M. (1992). Amethanogenic 
Archaeon from Ace Lake, Antarctica: Methanococcoides burtonii sp. nov. Syst. Appl. 
Microbiol. 15, 573‒581. 
Giggenbach, W. F. (1997). Relative importance of thermodynamic and kinetic processes 
ingoverning the chemical and isotopic composition of carbon gases in high heatflow 
 2  
 30 
sedimentary basins. Geochim. Cosmochim. Acta 61, 3763‒3785. 
Grabowski, A., Nercessian, O., Fayolle, F., Blanchet, D. and Jeanthon, C. (2005). Microbialdiversity 
in production waters of a low-temperature biodegraded oil reservoir. FEMS Microbiol. Ecol. 54, 
427‒443. 
Graentzdoerffer, A.,Rauh, D., Pich, A. and Andreesen, J. R. (2003). Molecularand biochemical 
characterization of two tungsten- and selenium-containing formate dehydrogenases from 
Eubacterium acidaminophilum that are associated with components of an iron-only 
hydrogenase. Arch. Microbiol. 179, 116‒130. 
Hatamoto, M., Imachi, H., Fukayo, S., Ohashi, A., and Harada, H. (2007). Syntrophomonas 
Palmitatica sp. nov., an anaerobic, syntrophic, long-chain fatty-acid-oxidizing bacterium 
isolated from methanogenic sludge. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57, 2137‒2142. 
Hattori, S., Kamagata, Y., Hanada, and Shoun, H. (2000). Thermacetogenium phaeum gen. nov., a 
strictly anaerobic, thermophilic, syntrophic acetate-oxidizing bacterium. Int. J. Syst. Evol. 
Microbiol. 4, 1601‒1609. 
Hattori, Luo, H., Shoun, H. and Kamagata, Y. (2001). Involvement of formate as an interspecies 
electron carrier in a syntrophic acetate-oxidizing anaerobic microorganismin incoculture with 
methanogens. J. Biosci. Bioeng. 91, 294‒298. 
Hattori, S., Galushko, A. S., Kamagata, Y. and Schink, B. (2005). Operation of the CO 
dehydrogenase/Acetyl Coenzyme A pathway in both acetate oxidation and acetate formation 
by the syntrophically acetate-oxidizing bacterium Thermacetogenium phaeum, J. Bacteriol. 
187, 3471‒3476. 
Hattori, S. (2008). Minireview: Syntrophic acetate-oxidizing microbes in methanogenic 
environments, Microbes Environ. 23, 118‒127.  
Hedderich, R. and Whitman, B. W. (2013). Physiology and Biochemistry of the Methane-Producing 
archaea. The Prokaryotes, 635‒662.  
Hodson, R. E., Dustman, W. A., Garg, R. P. and Moran, M. A.(1995). In situ PCR for visualization of 
microscale distribution of specific genes and gene products in prokaryotic communities. Appl. 
Environ. Microbiol. 61, 4074‒4082. 
Hoshino, T., Yilmaz, L. S., Noguera, D. R., Daims, H. and Wagner, M. (2008). Quantification of 
target molecules needed to detect micro- organisms by fluorescence in situ hybridization 
(FISH) and catalyzed reporter deposition-FISH. Appl. Environ. Microbiol. 74, 5068‒5077. 
Hoshino, T. and Schramm, A. (2010). Detection of denitrification genes by in situ rolling circle 
amplification-fluorescence in situ hybridization to link metabolic potential with identity inside 
bacterial cells. Environ. Microbiol. 12, 2508‒2517. 
Hoshino, T. and Inagaki, F. (2013). A comparative study of microbial diversity and community 
structure in marine sediments using poly (A) tailing and reverse transcription-PCR. Front.   
Microbiol. 4, 160. 
Iino, T., Tamaki, H., Tamazawa, S., Ueno, Y., Ohkuma, M., Suzuki, K., Igarashi, Y., et al. (2013). 
Candidatus Methanogranum caenicola: a novel methanogen from the anaerobic digested 
sludge, and proposal of Methanomassiliicoccaceae fam. nov. and Methanomassiliicoccales 
 2  
 31 
ord. nov., for a methanogenic lineage of the class Thermoplasmata. Microbes Environ. 28, 
244‒250.  
Imachi, H., Sekiguchi, Y., Kamagata, Y., Hanada, S., Ohashi, A. and Harada, H. (2002). 
Pelotomaculum thermopropionicum gen. nov., sp. nov., an anaerobic, thermophilic, 
syntrophic propionate-oxidizing bacterium. Int. J. Sys. Evol. Microbiol. 52, 1729‒1735. 
Imachi, H., Sakai, S., Ohashi, A., Harada, H., Hanada, S., Kamagata, Y., and Sekiguchi, Y. (2007). 
Pelotomaculum propionicicum sp. nov., an anaerobic, mesophilic, obligately syntrophic, 
propionate-oxidizing bacterium. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57, 1487‒1492.  
Imachi, H., Aoi, K., Tasumi, Eiji., Saito, Y., Yamanaka, Y., Saito, Y., et al. (2011). Cultivation of 
methanogenic community from subseafloor sediments using a continuous-flow bioreactor. 
ISME J. 5, 1913‒1925. 
Inagaki, F., Kuypers, M. M., Tsunogai, U., Ishibashi, J., Nakamura, K., Treude, T., Ohkubo, S., et al. 
(2006). Microbial community in a sediment-hosted CO2 lake of the southern Okinawa Trough 
hydrothermal system. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103, 14164‒14169. 
Jetten, M. S. M., Stams, A. J. M. and Zehnder, A. J. B. (1992). Methanogenesis from acetate: a 
comparison of the acetate metabolism in Methanothrix soehngenii and Methanosarcina spp., 
FEMS Microbial. Lett. 88, 181‒198. 
Kastening, B., Hahn, M., Heins, M., Felde, U. Z. (1997). Electronic properties and double layer of 
activated carbon. Electrochim. Acta. 42, 2789‒2799. 
Kato, S., Hashimoto, K., Watanabe, K.  (2011). Methanogenesis facilitated by electric syntrophy 
via (semi) conductive iron-oxide minerals. Environ. Microbiol. 12, 3114‒3123. 
Kato, S., Hashimoto, K., and Watanabe, K. (2012). Microbial interspecies electron transfer via 
electric currents through conductive minerals. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 109, 10042‒
10046. 
Kawagucci, S. and Toki, T., (2010). Origin of methane in subseafloor geofluid systems, 
Chikyukagaku 44, 137‒154. 
Kawagucci, S., Ueno, Y., Takai, K., Toki, T., Ito, M., Inoue, K., Makabe, A. and et al., (2013). 
Geochemical origin of hydrothermal fulid methane in sediment-associated fields and its 
relevance to the geographical distribution of whole hydrothermal circulation. Chem. Geol. 339, 
213‒225. 
Kawakami, S., Hasegawa, T., Imachi, H., Yamaguchi, T., Harada, H., Ohashi, A., and Kubota, K. 
(2012). Detection of single-copy functional genes in prokaryotic cells by two-pass TSA-FISH 
with polynucleotide probes. J. Microbiol. Methods 88, 218‒223. 
Kendall, M. M., Liu, Y., Sieprawska, L. M., Stetter, K. O., Whitman, W. B., and Boone, D. R. (2006). 
Methanococcus aeolicus sp. nov., a mesophilic, methanogenic archaeon from shallow and 
deep marine sediments. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 56, 1525‒1529.  
Klein, D. V., Arab, H, Völker, H and Thomm, M. (2002). Methanosarcina baltica, sp. nov., a novel 
methanogen isolated from the Gotland Deep of the Baltic Sea. Extremophiles. 6, 103‒110. 
Koster, I. W., and Lettinga, G. (1984). The influence of ammonium-nitrogen on the specific activity 
of pelletized methanogenic sludge. Agr. Waste. 9, 205‒216. 
 2  
 32 
Krüger, M., Frenzel, P., Kemnitz, D., and Conrad, R. (2005). Activity, structure and dynamics of 
themethanogenic archaeal community in a flooded Italian rice field. FEMS. Microbiol. Ecol. 51, 
323‒331.  
Kubota, K., Ohashi, A., Imachi, H., and Harada, H. (2006). Visualization of mcr mRNA in a 
methanogen by fluorescence in situ hybridization with an oligonucleotide probe and two-pass 
tyramide signal amplification (two-pass TSA-FISH). J. Microbiol. Methods. 66, 521‒528. 
Kubota, K., Imachi, H., Kawakami, S., Nakamura, K., Harada, H., and Ohashi, A. (2008). 
Evaluation of enzymatic cell treatments for application of CARD-FISH to methanogens. J. 
Microbiol. Methods 72, 54‒59. 
Kubota, K. (2013). CARD-FISH for environmental microorganisms: technical advancement and 
future applications. Microbes Environ. 28, 3‒12. 
Lee, M. J., and Zinder, S. H. (1988). Isolation and characterization of a thermophilic bacterium 
which oxidizes acetate in syntrophic association with a methanogen and which grows 
acetogenically on H2-CO2. Appl. Environ. Microbiol. 54, 124‒129.  
Lehmacher, A., and Klenk, H. P. (1994). Characterization and phylogeny of MCRII, a gene cluster 
encoding an isoenzyme of methyl coenzyme M reductase from hyperthermophilic 
Methanothermus fervidus. Mol. Gen. Genet. 243,198‒206. 
Leigh, J. A., Albers, S. V., Atomi, H., and Allers, T. (2011). Model organisms for genetics in the 
domain Archaea: methanogens, halophiles, Thermococcales and Sulfolobales. FEMS 
Microbiol. Rev. 35, 577‒608.  
Liu, Y., and Whitman, W. B. (2008). Metabolic, phylogenetic, and ecological diversity of the 
methanogenic archaea. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1125, 171‒189.  
Liu, F., Rotaru, A. E., Shrestha, P. M., Malvankar, N. S., Nevin, K. P., and Lovley, D. R. (2012). 
Promoting direct interspecies electron transfer with activated carbon. Energy Environ. Sci. 5, 
8982‒8989.  
Liu, F., Rotaru, A. E., Shrestha, P. M., Malvankar, N. S., Nevin, K. P., and Lovley, D. R. (2015). 
Magnetite compensates for the lack of a pilin-associated c-type cytochrome in extracellular 
electron exchange. Environ. Microbial. 17, 648-655. 
Lü, Z., and Lu, Y. (2012). Methanocella conradii sp. nov., a thermophilic, obligate 
hydrogenotrophic methanogen , isolated from chinese rice field soil. PLos One 7, e35279. 
Lloyd, K. G, Alperin, M. J. and Teske, A. (2011). Environmental evidence for net methane 
production and oxidation in putative ANaerobic MEthanotrophic (ANME) archaea. Environ. 
Microbiol. 13, 2548‒2564. 
Lovell, C. R., and Hui, Y. (1991). Design and testing of a functional group-specific DNA probe for 
the study of natural populations of acetogenic bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 57, 2602‒
2609. 
Lueders, T., Pommerenke, B., and Friedrich, M. W. (2004). Stable-isotope probing of 
microorganisms thriving at thermodynamic limits: syntrophic propionate oxidation in flooded 
soil. Appl. Environ. Microbiol. 70, 5778‒5786.   
Luton, P. E., Wayne, J. M., Sharp, R. J., and Riley, P. W. (2002). The mcrA gene as an alternative to 
 2  
 33 
16S rRNA in the phylogenetic analysis of methanogen populations in landfill. Microbiology 
148, 3521‒3530.  
Maruyama, F., Kenzaka, T., Yamaguchi, N., Tani, K. and Nasu, M. (2003). Detection of bacteria 
carrying the stx2 gene by in situ loop-mediated isothermal amplification. Appl. Environ. 
Microbiol. 69, 5023‒5028. 
Mayumi, D., Mochimaru, H., Yoshioka, H., Sakata, S., Maeda, H., Miyagawa, Y., Ikarashi, M. and 
et al. (2011). Evidence for syntrophic acetate oxidation coupled to hydrogenotrophic 
methanogenesis in the high-temperature petroleum reservoir of Yabase oil field (Japan). 
Environ. Microbiol. 13, 1995‒2006. 
McCollom, T. M. and Seewald, J. S. (2007). Abiotic synthesis of organic compounds in deep-sea 
hydrothermal environments. Chem. Rev. 107, 382‒401. 
Mcinerney. M. J., Bryant,M. P., Hespell R. B. and Costerton J. W. (1981). Syntrophomonas 
wolfeigen. nov. sp. nov., an anaerobic, syntrophic, fatty acid-oxidizing bacterium. Appl. 
Environ. Microbiol. 41, 1029-1039. 
Mikucki, J. A, Liu, Y., Delwiche, M., Colwell, F. S. and Boone, D. R. (2003). Isolation of 
amethanogen from deep marine sediments that contain methane hydrates, and description of 
Methanoculleus submarinus sp. nov. Appl. Environ. Microbiol. 69, 3311‒3316. 
Min, H., and Zinder, S.H. (1990). Isolation and characterization of a thermophilic sulfate-reducing 
bacterium Desulfotomaculum thermoacetoxidans sp. nov., Arch. Microbiol. 153, 399-404. 
Moraru, C., Lam, P., Fuchs, B.  M., Kuypers, M. M., and Amann, R. (2010). GeneFISH‒an in situ 
technique for linking gene presence and cell identity in environmental microorganisms.  
Environ. Microbiol. 12, 3057‒3073. 
Mountfort, D. O., Brulla, W. J., Krumholz, L. R. and Bryant, M. P. (1984). Syntrophus buswellii gen. 
nov. sp. nov.: a benzoate catabolizer from methanogenic ecosystems. Int. J. Syst. Bacteriol. 34, 
216‒217. 
Müller, N., Schleheck, D., and Schink, B. (2009). Involvement of NADH: acceptor oxidoreductase 
and butyryl-CoA dehy-drogenase in reversed electron transport during syntrophic butyrate 
oxidation by Syntrophomonas wolfei. J. Bacteriol. 191, 6167‒6177. 
Müller, N., Worm, P., Schink, B., Stams, A. J., and Plugge, C. M. (2010). Syntrophic butyrate and 
propionate oxidation processes: from genomes to reaction mechanisms. Environ. Microbiol. 
Rep. 2, 489‒499.  
Nakamura, K., Kamagata, Y. (2006). Recent topics on methanogenic syntrophs. J. Environ. Biotech. 
5, 81‒89.  
Nazina, T. N., Shestakova, N. M., Grigor’yan, A. A., Mikhailova, E. M., Tourova, T. P., Poltaraus, A. 
B., Feng, C. et al. (2006). Phylogenetic diversity and activity of anaerobic microorganisms of 
high-temperature horizons of the Dagang oil field (P. R. China). Microbiology 75, 55‒65. 
Newberry, C. J, Webster, G., Cragg, B. A., Parkes, R.J., Weightman, A. J., and Fry, J.C. (2004). 
Diversityof prokaryotes and methanogenesis in deep subsurface sediments from the Nankai 
Trough, ocean drilling orogram leg 190. Environ. Microbiol. 6, 274‒287. 
Nobu, M. K., Narihiro, T., Rinke, C., Kamagata, Y., Tringe, S. G., Woyke, T., and Liu, W. T. (2014). 
 2  
 34 
Microbial dark matter ecogenomics reveales comples synergistic networks in a methanogenic 
bioreactor. ISME. J. doi: 10.1038/ismej.2014.256. 
Ollivier, B., Fardeau, M. L., Cayol, J. L., Magot, M., Patel, K. C., Prensier, G., and Garcia, J. L. 
(1998). Methanocalculus halotolerans gen. nov., sp. nov., isolated from an oil-producing well. 
Int. J. Syst. Bacteriol. 48, 821‒828. 
Parkes, R. J., Webster, G., Cragg, B. A., Weightman, A. J., Newberry, C. J., Ferdelman, T. G., 
Kallmeyer, J., et al. (2005). Deep sub-seafloor prokaryotes stimulated at interfaces 
overgeological time. Nature 436, 390‒394. 
Papke, R. T., White, E., Reddy, P., Weigel, G., Kamekura, M., Minegishi, H., Usami, R. et al. (2011). 
A multilocus sequence analysis approach to the phylogeny and taxonomy of the 
Halobacteriales. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61, 2984‒2995.  
Paul, K., Nonoh, J. O., Mikulski, L., and Brune, A. (2012). “ Methanoplasmatales,” 
Thermoplasmatales-related archaea in termite guts and other environments, are the seventh 
order of methanogens. Apple. Environ. Microbiol. 78, 8245‒8253. 
Pester, M., and Brune, A. (2006). Expression profiles of fhs (FTHFS) genes support the 
hypothesisthat spirochaetes dominate reductive acetogenesis in the hindgut of lower termites. 
Environ. Microbiol. 8,1261‒1270. 
Pihl, T. D., Sharma, S. and Reeve, J. N. (1994). Growth phase-dependent transcription of the 
genesthat encode the two methyl coenzyme M reductase isoenzymes and 
N5-methyltetrahydromethanopterin: coenzyme M methyltransferase in methanobacterium 
thermoautotrophicum delta H. J. Bacteriol. 176, 6384‒6391. 
Quigley, T. M. and Mackenzie, A. S. (1988). The temperatures of oil and gas formation in the 
subsurface. Nature 333, 549‒552. 
Rastogi, G., Ranade, D. R., Yeole, T. Y., Patole, M. S. and Shouche, Y. S. (2008). Investigation of 
methanogen population structure in biogas reactor by molecular characterization of 
methyl-coenzyme M reductase A (mcrA) genes. Bioresour. Technol. 99, 5317‒5326.  
Reeve, J. N., Nölling, J., Morgan, R. M. and Smith, D. R. (1997). Methanogenesis: genes, genomes, 
and who’s on first? J. Bacteriol. 179, 5975‒5986. 
Reguera, G., McCarthy K. D., Mehta, T., Nicoll, J. S., Tominen, M. T. and Lovley, D. R. (2005). 
Extracellular electron transfer via microbial nanowires. Nature. 1098‒1101  
Rinke, C., Schwientek, P., Sczyrba, A., Ivanova, N. N., Anderson, I. J., Cheng, J. F., et al. (2013). 
Insights into the phylogeny and coding potential of microbial dark matter. Nature 499, 431‒
437.  
Rivière, D., Desvignes, V., Pelletier, E., Chaussonnerie, S., Guermazi, S., Weissenbach, J., et al. 
(2009). Towards the definition of a core of microorganisms involved in anaerobic digestion of 
sludge. ISME. J. 3, 700‒714. 
Rotaru, A. E., Shrestha, P. M., Liu, F., Shrestha, M., Shrestha, D., et al. (2014). A new model for 
electron flow during anaerobic digestion: direct interspecies electron transfer to Methanosaeta 
for the reduction of carbon dioxide to methane. Energy. Environ. Sci. 7, 408‒415. 
Sakai, S., Imachi, H., Sekiguchi, Y., Ohashi, A., Harada, H., and Kamagata, Y. (2007). Isolation of 
 2  
 35 
key methanogens for global methane emission from rice paddy fields: a novel isolate affiliated 
with the clone cluster rice cluster I. Appl. Environ. Microbiol. 73, 4326‒4331.  
Sakai, S., Imachi, H., Sekiguchi, Y., Tseng, I. C., Ohashi, A., Harada, H. and Kamagata, Y. (2009). 
Cultivation of methanogens under low-hydrogen conditions by using the coculture method. 
Appli. Environ. Microbiol. 75, 4892‒4896.  
Sakai, S., Conrad, R. and Imachi, H. (2014). The Family Methanocellaceae. The Prokaryotes 209‒
214. 
Samuel, B. S, Hansen, E. E., Manchester, J. K., Coutinho, P. M., Henrissat, B., Fulton, R., et al. 
(2007). Genomic and metabolic adaptations of Methanobrevibacter smithii to the human gut. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 104, 10643‒10648. 
Schink, B. (1997). Energetics of syntrophic cooperation in methanogenic degradation. Microbiol. 
Mol. Biol. Rev. 61, 262‒280. 
Schink, B. and Stams, A. J. M. (2006). Syntrophism among Prokaryotes, Prokaryotes, 2, 309‒335. 
Schnürer, A., Schink, B. and Svensson, B. H. (1996). Clostridium ultunense sp . nov ., a mesophilic 
bacterium oxidizing acetate in syntrophic association with a hydrogenotrophic methanogenic 
bacterium. Int. J. Syst. Bacteriol. 64, 1145‒1152. 
Schreiber, L., Holler, T., Knittel, K., Meyerdierks, A. and Amann, R. (2010). Identification of the 
dominant sulfate-reducing bacterial partner of anaerobic methanotrophs of the ANME-2 clade. 
Environ. Microbiol. 12, 2327‒2340. 
Seewald, J. S. (2003). Organic-inorganic interactions in petroleum-producing sedimentary basins. 
Nature. 426, 327‒333. 
Sekiguchi, Y., Kamagata, Y., Nakamura, K., Ohashi, A. and Harada, H. (2000). 
Syntrophothermuslipocalidus gen. nov., sp. nov., a novel thermophilic, syntrophic, 
fatty-acid-oxidizing anaerobe which utilizes isobutyrate. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 50, 771‒
779. 
Sekiguchi, Y. (2006). Yet-to-be culture microorganisms relevant to methane fermentation processes. 
Microbes Environ. 21, 1‒15. 
Sousa, D. Z., Smidt, H., Alves, M. M. and Stams, A. J. (2007). Syntrophomonas zehnderi sp. nov., 
an anaerobe that degrades long-chain fatty acids in co-culture with Methanobacterium 
formicicum. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57, 609‒615.  
Sprott, G. D. and Patel, G. B. (1986). Ammonia toxicity in pure cultures of methanogenic bacteria. 
System. Appl. Microbiol. 7, 358‒363. 
Steinberg L. M. and Regan J. M. (2008). Phylogenetic comparison of the methanogenic 
communities from an acidic, oligotrophic fen and an anaerobic digester treating municipal 
wastewater sludge. Appl. Environ. Microbiol. 74, 6663‒6671. 
Svetlitshnyi, V., Rainey, F. and Wiegel, J. (1996). Thermosyntropha lipolytica gen. nov., sp. nov., a 
lipolytic, anaerobic, alkalitolerant, thermophilic bacterium utilizing short- and long-chain fatty 
acids in syntrophic coculture with a methanogenic archaeum. Int. J. Syst. Bacteriol. 46, 1131‒
1137. 
Takai, K., Nakamura, K., Toki, T., Tsunogai U., Miyazaki, M., Miyazaki, J., et al. (2008). Cell 
 2  
 36 
proliferation at 122°C and isotopically  heavy CH4 production by a hyperthermophilic 
methanogen under high-pressure cultivation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 105, 10949‒
10954. 
Valentine, D. L., Chidthaisong, A., Rice, A., Reeburgh, W. S., Tyler, S. C. (2004). Carbon and 
hydrogen isotope fractionation by moderately thermophilic methanogens. Geochim. 
Cosmochim. Acta. 68, 1571‒1590. 
Wakita, H., Nakamura, Y., Kita, I., Fujii, N. and Notsu, K. (1980). Hydrogen release: new indicator 
of fault activity. Science 210, 188‒190. 
Westerholm, M., Roos, S. and Schnürer, A. (2010). Syntrophaceticus schinkii gen. nov., sp. nov., 
ananaerobic, syntrophic acetate-oxidizing bacterium isolated from a mesophilic anaerobic 
filter. FEMS. Microbiol. Lett. 309, 100‒104.  
Whiticar, M. J. (1999). Carbon and hydrogen isotope systematics of bacterial formation and 
oxidation of methane. Chem. Geol. 161, 291‒314. 
Widdel, F. and Pfennig, N. (1977). A new anaerobic, sporing, acetate-oxidizing, sulfate-reducing  
    bacterium, Desulfotomaculum (emend.) acetoxidans. Arch. Microbiol. 112, 119‒122. 
Worm, P., Koehort, J. J., Visser, M., Sedano-Nùñez, V. T., Schaap, P. J., Plugge, C. M., et al. (2014). 
A genomic view on syntrophic versus non-syntrophic lifestyle in anaerobic fatty acid 
degrading communitities. Biochim. Biophys. Acta. 1837, 2004‒2016. 
Wu, C., Liu. X. and Dong, X. (2006). Syntrophomonas cellicola sp. nov., a spore-forming 
syntrophicbacterium isolated from a distilled-spirit-fermenting cellar, and assignment of 
Syntrophospora bryantii to Syntrophomonas bryantii comb. nov. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 
56, 2331‒2335.  
Wu, X. L., Friedrich, M. W. and Conrad, R. (2006). Diversity and ubiquity of thermophilic 
methanogenic archaea in temperate anoxic soils, Environ. Microbiol. 8, 394‒404.  
Yamaguchi, T., Kawakami, S., Hatamoto, M., Imachi, H., Takahashi, M. Araki, N., et al. (2014). 
Insitu DNA-HCR: A facilitated in situ hybridization chain reaction system for the detection of 
environmental microorganisms. Environ. Microbiol. doi: 10.1111/1462-2920.12745. 
Yamane, K., Hattori, Y., Ohtagaki, H., and Fujiwara, K. (2011). Microbial diversity with dominance 
of 16S rRNA gene sequences with high GC contents at 74 and 98 °C subsurface crude oil 
deposits in Japan. FEMS. Microbiol. Ecol. 76, 220‒235.  
Yoshioka, H., Maruyama, A., Nakamura, K., Higashi, Y., Fuse, H., Sakata, S., et al. (2010). 
Activities and distribution of methanogenic and methane-oxidizing microbes in marine 
sediments from the Cascadia Margin. Geobiology 8, 223‒233. 
Zhang, C., Liu. X. and Dong. X. (2005). Syntrophomonas erecta sp. nov., a novel anaerobe that 
syntrophically degrades short-chain fatty acids. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 55, 799‒803.  
Zhang, C., Liu, X. and Dong, X. (2004). Syntrophomonas curvata sp. nov., an anaerobe that 
degrades fatty acids in co-culture with methanogens. Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 54, 969‒973.  
Zhao, H. X., Yang, D., Woese, C. R., and Bryantls, M. P. (1990). Assignment of Clostridium bryantii 
to Syntrophospora bryantii gen. nov., comb. nov. on the basis of a 16s rRNA sequence analysis 
of its crotonate-grown pure culture. Int. J. Syst. Bacteriol. 40, 40‒44. 
 2  
 37 
Zinder, S. H. and Koch, M. (1984). Non-aceticlastic methanogenesus from acetate: acetate 
oxidation by a thermophilic syntrophic coculture. Arch. Microbiol. 138, 263‒272. 
Zwirglmaier, K. Ludwig, W and Schleifer, K. H. (2004). Recognition of individual genes in a single  














Presence of a novel methanogenic archaeal lineage in anaerobic digesters inferred from 
mcrA and 16S rRNA gene phylogenetic analyses. J. Water Environ. Technol. (2015) 



















粋分離され、菌学的・生理学的特性などが明らかにされている (Liu & Whitman, 2008)。その一方で、
培養に依存しない方法としてメタン生成アーキア固有の機能遺伝子である methyl coenzyme M 
reductase α-subunit (mcrA) 遺伝子を分子マーカーとしたメタン生成ポテンシャルを有する微生物





ベルで系統が異なる可能性がある配列 (未知 mcrA 遺伝子配列) が検出されてきている事例が報告さ





けることは環境微生物学における重要な課題の一つであると考えられている (e.g., Orphan et al., 






















れているパイロットスケールのupflow anaerobic sludge blanket (UASB)リアクター内 (Takahashi 
et al., 2011) から得られたグラニュール汚泥である。このUASBリアクターに流入する有機物量は都
市下水に依存するため、日によって変動するが、サンプリングを行った日はリアクター容積 1L あた
り0.82 g-CODの有機物の流入があった (Table 3-1)。サンプルAQとLAQは海水魚飼育水の処理に









(e.g., Mosquera-Corral et al., 2001; Sun et al., 2008)、AQ、LAQおよびANのリアクターサンプル
も解析対象にした。DNA 抽出用に得られた全てのグラニュール汚泥は、phosphate-buffered saline 





 DNA抽出は、ISOIL for beads beating kit (Nippon Gene)を用いて行った。Premix Ex TAq Hot 
Start Version (TAKARA Bio Inc.)を用いてPCR増幅を行った。mcrA遺伝子の増幅にはMLf/MLr 
(Luton et al., 2002) のプライマーペアを用いた。また、アーキアの 16S rRNA 遺伝子の増幅には
Arc9F (Kato et al., 2011) /1492R (5’-GGH TAC CTT GTT ACG ACT T-3’; Weisburg et al. (1991) 
のプライマーを一部改変) のプライマーペアを用いた。PCR反応は、95℃-60 秒の初期変性の後、変
性反応を98℃-10秒、アニーリング反応を30秒 (mcrA遺伝子：50℃、16S rRNA遺伝子：55℃)、




より確認を行った後、MinElute PCR purification kit (Qiagen)を用いて精製した。クローン化には
TOPO TA cloning kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いた。クローン化した遺伝子の配列解読
は、BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems)とオートシーケンスアナラ




AQ Pilot-scale aquarium tank seawater 25 8.8 0.9 mM Acetatec         0.56 14 1.3
LAQ Lab-scale aquarium tank seawater 25 2.0 1.3 mM Acetatec         0.81 23 1.3
AN Lab-scale acetate and nitrate-amended synthetic seawater Ambient 1,000 2.5 mM Acetate         1.5 30 2.0
B.D.: below detection limit < 0.05 mg-NO3-/L.
N.D.: not determined.
aC/N: carbon to nitrogen ratio of wastewater.
bCOD: chemical oxygen demand.
cAcetate was major carbon sorce, but fish food residues and fish feces were potential carbon sorces.





















1,178         0.82Sewage272 mg-COD/Lb





ARBプログラムにより行った (Ludwig et al., 2004)。その後、ARBプログラム内で系統樹の作成を
行った。16S rRNA遺伝子に基づく系統樹はJukes-Cantor距離補正を用いた近隣結合法により作成し
た。一方で、mcrA遺伝子に基づく系統樹の作成には、得られた遺伝子配列をARBプログラム内でア
ミノ酸配列に変換後、167アミノ酸配列を用いてpercentage of acceptance of mutations距離補正
を用いた近隣結合法によりにより作成した。これら２つの系統樹の作成の中で Methanopyrus 
kandleriの遺伝子配列をアウトグループに用いた。系統樹作成後には得られた樹形の確からしさを確
認するために、MEGA version 6.06 package (Tamura et al., 2013)にて1,000回のブートストラッ




 標的の16S rRNA用のclone-FISH用のクローンの作成は、Clone-FISH法 (Schramm et al., 2002) 
を参考に改良されたKubota et al. (2006) の方法に準拠して行った。クローン解析によりクローン化
した16S rRNA遺伝子配列を再度、pCR2.1 TOPO vecter (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)にライゲ
ーションし直した後にlacIqが組み込まれている大腸菌Novablue (DE3) competent cells (Novagen; 
Genotype：endA1 hsdR17(rk12-mk12+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac (DE3) F’[proA+B+lacIq Z
ΔM15::Tn10] (TetR))に対してトランスフォーメーションを行った。その後、Isopropyl β
-D-thiogalactopyranoside：IPTGにより16S rRNAを誘導させた。一方で、mcrA遺伝子配列を標的















 FISH を行う前に homogenizer でグラニュールの塊を分散化させた。グラニュールの分散化には、
ultrasonic homogenizer (Model UH-50、SMT Co. Ltd)を使用した。分散条件は0W-15秒、15W-15
秒を氷上で6サイクル行った。 
 
2-6. 16S rRNAを標的としたFISH法  
 標準的なFISH法は、Sekiguchi et al. (1999) の方法を参考に行った。サンプル中に含まれる夾雑
物へのDNAプローブの付着を防止するため、1% (w/v) blocking regent (Roche Diagnostics) /PBS 
bufferによるハイブリダイゼーションを1時間行った。本研究で使用したプローブは、Table 3-2に
示す。使用したオリゴヌクレオチドプローブは、プローブ配列の5’末端にAlexa Fluor 488が付加さ
れたもの、もしくは、5’末端および 3’末端に Alexa Fluor 488 が付加されているものを使用した。
Arc864プローブの至適FA濃度は、Clone-FISHにより求めた。また、Catalyzed reporter deposition 
(CARD)-FISH法は、(Kubota et al., 2006) を参考に行った。HRP付加したラベルプローブを浸透さ
せるための細胞壁処理は、次の3種類を行った。 (1) proteinase K処理：proteinase K溶液 (2、10、
30、50、80、100、125、160、200 µg/ml および1 mg/mlの濃度で100 mM Tris-HCl [pH 7.5]
と50 mM EDTA [pH 8.0]溶液に混合したproteinase K溶液) を室温で10分間反応させた。 (2) HCl
処理：HCl溶液 (1、10と100 mMおよび1 M)を室温で1分間反応させた。 (3) 細胞壁処理を行わ
ない。また、Clone-FISH用の大腸菌に対しては、1 mg/ml lysozyme/TE buffer [pH 8.0] で37℃-30
分間反応させた。細胞壁処理条件は、Kubota et al. (2008) および Molari et al., (2012) を参考にし
た。細胞壁処理を行った後、内在性ペルオキシダーゼ活性を不活性化させるために0.3% [v/v] H2O2/ 
 
 
Table 3-2 16S rRNA-targeted oligonucleotide probes used in this study. 
Probe name Target group Sequence (5' to 3') %FA Reference
EUB338a GCT GCC TCC CGT AGG AGT Amann et al. (1990);
EUB338-Ia GCA GCC TCC CGT AGG AGT Daims et al . (1999)
EUB338-IIa GCA GCC ACC CGT AGG TGT Daims et al . (1999)
EUB338-IIIa GCT GCC ACC CGT AGG TGT Daims et al . (1999)
NON338 Negative control for CARD-FISH ACT CCT ACG GGA GGC AGC Wallner et al. (1993)
ARC915b Archaea GTG CTC CCC CGC CAA TTC CT 50 (50)c Stahl and Amann (1991)
Arc864b WCHA1-57d CCC TAC AGC ACA GGG CCA 20e (60)c,e Chouari et al. (2005)
aThese probes were used in a mixture at an equal amount (mol).
bThis probe is 5', 3' doubly labeled oligonucleotide probe was used in standard FISH analysis.
cNumber in parenthesis is formamide (FA) concentration of the hybridization buffer in CARD-FISH analysis.
dThe name of uncultured group according to reported by Dojka et al. (1998).





メタノールにより30分間、室温で処理を行った。その後の実験手順は、(Kubota et al., 2006) に準
じて行った。なお、本研究でCARD-FISHに使用したプローブはTable 3-2に示した。それらのプロ
ーブは 5’末端に horseradish peroxidase (HRP) を標識したものを使用した。Tyramide は、Alexa 
Fluor 488を使用した。CARD-FISH反応のネガティブコントロールにはHRPが付加されたnonsense 
probeであるNON338 (Wallner et al., 1993) を用いた。微生物細胞の識別を行うためにプローブの
ハイブリダイゼーション反応を終えた FISH および CARD-FISH サンプルは、4’, 
6-diamidino-2-phenyindole (DAPI: 1µg/ml) を室温で 10 分間反応させた。微生物観察には、CCD




 ポリヌクレオチドプローブはKawakami et al. (2012)の方法に若干の変更を加え、PCRにより合成
した。プローブ合成に使用した鋳型DNA は、mcrA 遺伝子に基づくクローン解析で得たクローンを
用いた。クローン化された状態からMCR-2b mcrA配列のみを獲得するために、MCR-2b mcrAクロ
ーンを鋳型にしてプライマーセットM13F/M13RにてPCR増幅した。PCR反応にはPremix Ex TAq 
Hot Start Version (TAKARA Bio Inc.) を用いた。反応条件は95℃-60秒の初期変性の後、変性反応
を98℃-10秒、アニーリング反応を50℃-30秒、伸長反応を72℃-60秒の条件で行った。PCRサイ
クルは、変性反応から伸長反応までを30サイクル行った。ここで得られたM13領域を含むMCR-2b 
mcrA遺伝子を鋳型として用いてプローブの合成を行った。プローブ合成にはMLf/MLr (Luton et al., 
2002)のプライマーセットを用いた。PCR 反応は以下の反応液組成で行った。濃度は終濃度を示す。
GeneAmp 1×PCR Gold buffer [(-)MgCl2](Life technologies)、200 µM dVTP [V=A、C、G] (Roche 
Applied Science)、0.025 U/µl AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Life technologies)、0.5 pmol/µl 
プライマー、1.5～4.5 mM Mg2+溶液、40～80 µM DNP-11-dUTP (Perkin Elmer)、dTTP (Roche 
Applied Science) なお、dTTPの濃度はDNP-11-dUTPとの合計濃度が200 µMになるように120
～160 µMの範囲で調整した。これらをPCR反応液とし、そこに調整した鋳型DNAを加え、95℃-7
分のホットスタートを行った後、95℃-40秒、50℃-30秒、72℃-3分、40サイクルの条件で行った。
合成したプローブは、MiniElute PCR Purification kit (QIAGEN)により生成した後、キャピラリー電









 ポリヌクレオチドプローブを使用した Tyramide signal amplification (TSA)-FISH 法および
Two-pass TSA-FISH法はKawakami et al. (2012)を参考に行った。HRPを浸透させるための細胞壁
処理は次の3種類を行った。(1) Proteinase K処理：proteinase K溶液 (1.5、5.0、10、20、100 µg/ml、
1.0 mg/mlの濃度で100 mM Tris-HCl [pH 7.5]と50 mM EDTA [pH 8.0]溶液に混合したproteinase 
K溶液)を室温で10分間反応させた。 (2) HCl処理：HCl溶液 (1、5、100、300、600 mM、1 M)
を室温で1分間反応させた。 (3) 細胞壁処理を行わない。また、Clone-FISH用の大腸菌に対しては、
1 mg/ml lysozyme/TE buffer [pH 8.0] で37℃-30分間反応させた。内在性ペルオキシダーゼ活性の
不活性化には、0.3% [v/v] H2O2溶液/メタノールにより30分間、室温で処理を行った。それ以降の手





 培地組成は、Widdel & Pfennig (1981) を参考にした。なお、Imachi et al., (2009) に記載されて
いる組成で作成した。培地作成後、容量15mlの試験管 (Hunget tube) に9mlの培地を入れ、N2/CO2 
(80/20, vol/vol) で気層部を置換後、ブチルゴム栓で密閉した。オートクレーブ滅菌後、還元剤とし


































1 150kpa H2+20 mM Formate+1mM Aceate+0.01％ YE+0.5 mM coenzyme M+50μg/ml Amp+Kan+strept+van
2 5 mM butyrate
3 5 mM propionate
4 150 kpa H2/ CO2+cephalotin (5μg/ml)+D-cycloserine (5μg/ml)+penicillinG(50μg/ml)
5 20 mM Formate+cephalotin (5μg/ml)+D-cycloserine (5μg/ml)+penicillinG(50μg/ml)
6 150 kpa H2/ CO2+cephalotin (5μg/ml)+D-cycloserine (5μg/ml)+penicillinG(50μg/ml)+0.01％YE+1 mM acetate+0.5 mM coenzyme M
7 20 mMFormate+cephalotin (5μg/ml)+D-cycloserine (5μg/ml)+penicillinG(50μg/ml)+0.01％YE+1 mM acetate+0.5 mM coenzyme M
8 5 mM ethanol+50μg/ml Amp+Kan+strept+van
9 20 mM methanol+50μg/ml Amp+Kan+strept+van
10 5 mM methanol+100 kpa H2/CO2+0.1％YE+50μg/ml van
11 10 mM acetate+50μg/ml Amp+Kan+strept+van
12 5 mM 2-propanol
13 5 mM  2-butanol
14 1 mM methanethiol
15 5 mM cyclopentanol
16 5 mM trimethylamine+100 kpa H2/CO2+0.1％YE+50μg/ml van
17 5 mM butyrate +  1 mM methanol
18 5 mM propionate +  1 mM methanol









3-1. 未知mcrA遺伝子の探索と16S rRNA遺伝子に基づく菌叢解析 
 目レベル以上の分類階層で系統学的位置が特定されていないメタン生成アーキアグループを環境中
から探し出すために4種類のグラニュール汚泥に対してmcrA遺伝子に基づくクローン解析を行った。
各サンプルに対して約90クローンずつコロニーを採取し、配列解析を行った (Table 3-3、Fig. 3-1a)。
MS、AQおよびANサンプルにおいて検出されてきたmcrA遺伝子配列を有する細胞の大半は、既に
16S rRNA 遺伝子上での系統学的位置が特定されている既知のメタン生成アーキア
Methanomicrobiales 目 、 Methanosarcinales 目 、 Methanobacteriales 目 そ し て
Methanomassiliicoccales 目に属する配列であった。サンプル LAQ については、多様性が低く
Methanobacteriales 目に属する配列のみが検出された。また、サンプル AN からは
Methanosarcinales目の中でもMethanosarcinaceae科に属するクローンは検出されなかった。一方
で、未知mcrA遺伝子は、サンプルLAQ を除く全てのサンプルにおいて検出された。各サンプルで





が示された。これまでにMCR-2bに属する配列は、バイオガスプラント (e.g., Rastogi et al., 2008; 
Nettmann et al., 2008; Kampmann et al., 2012)、都市下水消化汚泥 (e.g., Steinberg & Regan., 




















Table 3-4 Phylogenetic affiliations of mcrA gene and 16S rRNA gene clones obtained from anaerobic granule 
sludge samples. 
mcrA 
 Methanomicrobiales 34 19 - b - 3 3 22 5
 Methanosarcinales
    Methanosaetaceae 18 4 - - 4 2 11 8
    Methanosarcinaceae 2 2 - - 3 1 - -
 Methanomassiliicoccales 1 1 - - 2 2 5 4
 Methanobacteriales 20 7 54 7 36 8 27 4
 Methanobacteriales mrtA 12 3 37 7 37 11 27 8
 MCR-2bc 4 1 - - 1 1 2 2




    Methanosaetaceae 68 2
    Methanosarcinaceae 1 1
WCHA1-57d 6 1
77 5
aA phylotype was defined as >97.0 % sequence identity.
b-, Not detected.
cThe name of uncultured group according to reported by Steinberg and Regan (2009).


































とが知られている（Luton et al., 2002; Borrel et al., 2013）。その事実を踏まえると、構築した系統
樹ではMCR-2b McrAクレードとWCHA1-57アーキアクレードは一致し、相互関係を有しているこ
とが示唆された (Figure 3-1)。つまり、MCR-2bとWCHA1-57は同一アーキア細胞由来である可能











Methanopyrus kandleri AV19, MK0655
leachate sediment Ar2135, HQ141835
oil-contaminated groundwater KuA13, AB077223
municipal wastewater sludge QEEL1AB071, CU916845
methanethiol-degrading  bioreactor Vll-D1, EF376988
municipal wastewater sludge QEEL1BC121, CU915845

















biogas plant C10RTCR540, DQ261748
municipal wastewater sludge mcrA_dig_D3, EU980404
marsh soil MCR-F1SP-1, AY458405 
MS sludge-mcrA1_6 (4/91 clones), LC002087
AN sludge-mcrA4_31 (1/94 clone), LC002191
AQ suldge-mcrA3_22 (1/86 clone), LC002154
biogas plant ATB-EN5598, EU636866
biogas plant MPN-1-4, JQ686801
AN sludge-mcrA4_30 (1/94 clone), LC002190
Methanopyrus kandleri AV19, AE009439
Methanosarcinales
MCR-2b
Figure 3-1 Phylogenetic trees of (a) deduced McrA amino acid sequences and (b) archaeal 16S rRNA gene 
sequences, featuring the position of the MCR2-b mcrA and WCHA1-57 16S rRNA gene phylotypes obtained in 
this study. Phylotypes in boldface were obtained in this study. The head of each phylotype name indicates the 
sample name. The numbers in parentheses indicate the number of identical clones obtained per number of 
clones analyzed for each phylotype. The accession numbers are shown after each phylotype name. The scale bars 
indicate 10% sequence divergence. The symbols at the nodes show the bootstrap values (>70% indicated only) 








集積培養系の獲得に成功しているのは、Chouari et al. のみである。現在までにWCHA1-57の16S 
rRNA 遺伝子配列は、メタン生成反応が生じる典型的な場所から多く検出されている。その多くは、
嫌気的消化汚泥である (e.g., Rivière et al., 2009; Chouari et al., 2005; Schauer-Gimenez et al., 
2010; Steinberg et al., 2008)。嫌気的消化汚泥の中でもRivière et al. (2009)とChouari et al. (2005)
の報告においてはWCHA1-57 アーキアファイロタイプの検出率がアーキアのクローンライブラリー
の中で約70%以上を占めていたことが報告されている。また、嫌気的消化汚泥以外では、油で汚染さ
れた土 (Watanabe et al., 2002; Ramos-Padrón et al., 2011)、湖の土 (Chan et al., 2005)や埋立地 




同時に行い、それぞれの系統樹を比較している論文は数多く報告されているが (e.g. Nettmann et al., 









 プローブの両末端のみにHRPが修飾されているオリゴヌクレオチドプローブでtwo-pass tyramide 
signal amplification (TSA)-FISHを行うと7コピーの16S rRNAが存在するE.coliの検出率は50%
程度の感度でしかなかったことが報告されている (Kawakami et al., 2010)。この程度の感度では細胞
内に1コピーしか存在しない遺伝子を検出することは不可能である。ところが、2012年にKawakami 



























Figure 3-2 Gel electrophoresis analysis of PCR products amplified using MLf/MLr primer set. The Mg2+ 
concentration in PCR mixtures was 2.5 mM. The dUTP-11-DNP concentrations for each lane were as 








かった (Fig. 3-2)。また、3.0 mMおよび3.5 mMでは僅かに非特異的な増幅が起きていたが、目的




件下において DNP-11-dUTP と dTTP の添加濃度の検討を行った。DNP-11-dUTP の添加濃度は
Kawakami et al. (2012)の報告を参考に50 µMと60 µMの2種類で検討を行った。DNPの取り込
み量は泳動距離によって判断した。dUTP-11-DNPの分子量はdTTPに比べて大きいため、DNPが取
り込まれると増幅産物の分子量が大きくなり、泳動距離が短くなることが既に報告されている 
(Kawakami et al., 2012)。このことから、泳動距離が短いほどより多くのDNPを取り込んでいると
判断できる。なお、MLf/MLrプライマーセットの増幅長は約500 bpであるため、dUTP-11-DNPを
取り込んでいない時は500 bp付近にバンドが検出される (Fig. 3-2)。 Mg2+濃度3.0 mMと3.5 mM
条件下で DNP-11-dUTP濃度50 µMと60 µMの計4条件 (Table 3-5; Lane 1-4)でプローブ合成の
検討を行ったところ、Mg2+濃度が3.5 mM、dUTP-11-DNP濃度が60 µMの時に泳動距離が最も短
Lane Mg2+ (mM) dUTP-11-DNP (μM) length (bp) PCR product (ng/μl)
1 3.0 50 621 7.62
2 3.5 50 625 7.79
3 3.0 60 624 8.17
4 3.5 60 641 7.91
5 3.5 70 665 3.29
6 4.0 70 - -
7 4.5 70 643 5.83
8 3.5 80 684 4.38
9 4.0 80 695 4.0
10 4.5 80 668 5.5
 concentration
 
Table 3-5 Composition of PCR mixtures for the synthesis of polynucleotide probes and the PCR amplification 
results based on the capillary electrophoresis analysis. 
1 "2 "3 "4
(7)
"5 "6 "7 "8 "9 "10
Figure 3-3 Capillary electrophoresis analysis of polynucleotide probes generated with MLf/MLr primer 




くなった (Fig. 3-3; Lane 1-4)。それ以外の条件では泳動距離にほぼ違いは見られなかった。また、
dUTP-11-DNP濃度が50 µMの条件下ではMg2+濃度による差は見られなかったが、dUTP-11-DNP







よび4.5 mMでの検討も同時に行った (Table 3-5; Lane 6-10)。その結果、これまでに行った条件の
中でMg2+濃度4.0 mM、dUTP-11-DNP濃度80 µM (Fig. 3-3; Lane 9)の条件においてdUTP-11-DNP
の取り込み量は最も高くなった。その一方で、プローブの収量は他の条件と比較して大幅に減少した。




条件4が最も理想的である。なぜならば、two-pass TSA FISHを行うには、1穴あたり20 µlのハイ
ブリダイゼーションbufferに対して2.5 ng/µlのプローブを1 µl添加する必要がある。さらに、1反
応あたりで得られるプローブ溶液量は10 µl未満と少量であることから、現実的なプローブ収量の中
で、最も dUTP-11-DNP の取り込み量が多い条件が条件 4 であると考えている。以上の見解により 
dUTP-11-DNPとdTTPの割合が60 µM : 140 µM、Mg2+濃度が3.5 mMの条件で作成したポリヌク
レオチドプローブを使用した。なお、本研究でプローブを合成するために使用したプライマーとは結











3-3. ポリヌクレオチドプローブを用いたtwo-pass TSA FISH 
 合成したポリヌクレオチドプローブがプローブとして機能するか確かめるためにMCR2-b mcrA遺
伝子が組み込まれた大腸菌クローンを用いて two-pass TSA FISH を行った。同時に至適





行う必要があるが、MCR-2b 細胞に対して細胞壁処理が必要な CARD-FISH および two-pass TSA 
FISH 法を適用させた例は今のところ報告されていない。したがって、HRP を細胞内に浸透させるた
めの細胞壁処理検討を行った。Proteinase K、HClおよび細胞壁処理無しの3条件でプローブ浸透性







定めることは非常に難しいと言われている (Kubota et al., 2008)。したがって、それぞれの試薬濃度
Figure 3-4 In situ hybridization with the synthesized polynucleotide probe on Escherichia coli possessing a 
MCR-2b mcrA gene clone. Photomicrographs of DAPI-stained cells (left) and epifluorescence (right) 









低く、細胞を目視で確認できなかった可能性があることである。2006 年の MS リアクター内のアー
キアとバクテリアの定量データではバクテリアとアーキアの比率は 99:1 であることが示されている
（Imachi et al., 2006）。リアクターに流れ込む都市排水や水温は調整しておらず常にリアクターの状
態が変動するため、あくまでも参考値ではあるが、2006 年当時の定量値と今回のアーキアの 16S 
rRNA遺伝子に基づくクローン解析で得られた結果を基に  (MCR-2b細胞とWCHA1-57細胞が同一
であると仮定した時) 計算するとWCHA1-57 細胞はグラニュール汚泥中に約0.08%の割合で存在す
ることが明らかになった。これは、10000 細胞存在する中に約 1 細胞存在する程度の割合である。




























3-4. 標的アーキア細胞の16S rRNAを標的としたFISH法およびCARD-FISH法 



























3-5. WCHA1-57 アーキアの集積培養の試み 
 FISH法で目的細胞を検出することが出来なかったため、MSサンプルを植種源にしてWCHA1-57
アーキアの集積培養系の獲得を試みた。Chouari et al. (2005) の報告を参考に、水素、ギ酸を中心に
培養系を構築した。MSサンプルには水素への親和性が低いMethanobacteriales目が高い割合で存在
していることから、高濃度の水素やギ酸で培養を行うと他のメタン生成アーキアが増殖してこないこ
とが考えられた（Sakai et al., 2009）。そのため、酪酸を基質にしたバクテリアとの共生系により、低
濃度の水素供給が可能な培養系の構築も行った。また、酢酸を資化できる可能性があるとの報告もあ










WCHA1-57 アーキア細胞でもある可能性が考えられた。そこで、培養系 1、4、6、7、17 について






  本章では、環境中の未培養メタン生成アーキアグループに焦点をあてた研究を行った。機能 









アーキアグループWCHA1-57 16S rRNA遺伝子配列が検出された。得られたmcrA遺伝子および16S 
rRNA遺伝子配列を基に系統樹を構築し、それぞれの系統樹を比較したところWCHA1-57 16S rRNA
遺伝子と MCR-2b MCR は相互関係を有している可能性が示唆された。このことから、WCHA1-57 
16S rRNA遺伝子とMCR-2b mcrA遺伝子配列は同一のメタン生成アーキア由来である可能性が考え
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に温められることで発生する熱分解メタンが知られている（Milkov, 2005; Kawagucci et al., 2013）。
微生物によって生成されるメタンの量は莫大であり、世界中の海底に分布しているメタンハイドレー




するアーキアのうちメタン生成アーキアの割合は平均 0.1%程度しかないことが報告されている (Fry 
et al., 2008; Inagaki et al., 2010)。さらにmcrA遺伝子の定量でもアーキア全体の1%未満の存在率
であることが示されていることに加え (Colwell et al., 2008)、2011年までは、純粋分離されたメタ
ン生成アーキアの種類は非常に少なかったことから、海底下では未培養微生物を経由した新規メタン
生成経路が存在する可能性も考えられていた (Inagaki et al., 2006)。ところが、現在までに
Methanoculleus、Methanococcus、Methanobacterium、Methanobrevibacter、Methanosarcina、
Methanococcoides属に分類される多様なメタン生成アーキアの培養・分離が報告され (Mikucki et 

















物サンプルを用いた。コア堆積物は365 mからなり、Site C9001 (41°10.6389’N, 142°12.081’E, 水
深1180 m)の地点から採取された。堆得られた積物コアの中でも0.42、4.66、18.34、48.11、106.7 
Figure 4-1 Sampling point of deep marine sediments off Shimokita Peninsula, Japan (site C9001) 
(Adapted from Aoike. 2007) 
  4 	
 
 64 
mbsf  (meter below sea floor )の部位を培養に用いた (Fig. 4-1)。このサンプリング地点の堆積物は、
次のような特性を有している。(1) 全有機物炭素量 (Total Organic Carbon: TOC) が0.99-1.91 wt%
と豊富である (Kobayashi et al., 2008)。(2) 1.2×106から1.3×109 cells/cm3の比較的豊富な微生物細
胞が存在している (Morono et al., 2009)。(3) 1,000-3,000 µM程度の高濃度のメタンガスが間隙水
に含まれている。また、リアクターでの培養に用いた以外の堆積物部分ではあるが、砂層や火山灰堆
積物層等の多孔質の層 (ca. 190, 217, 247, 275, 343 mbsf) では、メタンハイドレートや炭化水素の




 DHSリアクターは、高さ112 cm、断面10 cm× 10 cm、容積10.7 l のポリ塩化ビニル製の密閉
型リアクターを使用した (Fig. 4-2)。微生物の付着、保持には立方形のポリウレタンスポンジ担体 (3 
cm×3 cm×3 cm、細孔0.83 mm) にネットリング (大日本プラスチック (株)、材料：ポリプロピレ
ン) を装着させたものを使用している。植種には、各深さの堆積物を有機物が含まれていないオート






酸0.7 mM、プロピオン酸0.4 mMと生育補助剤としてyeast extract 0.002%を含む人工海水 (Table 
4-1) をリアクターの上部からリアクター内に流入させ、自然流下によりスポンジ担体に浸透させた。
なお、培養開始 1,351 日後には嫌気共生細菌の集積を更に高めるためグルコースの供給を停止し、





クターの水理学的滞留時間は 84 時間に設定し、Mster flex 社のポンプを用いて流入量の時間制御 









Figure 4-2 Schematic diagram and photographs of the DHS reactor used in this study. (a) Synthetic seawater 
tank, (b) distributor, (c) gas collecting bag, (d) sponge carrier-sampling port and (e) port for the pH/ORP sensor. 
 





 リアクター流出水のpH、ORP (oxidation-reduction potential; ORP) および温度は、pH/ORPメ
ーター (Mettler Toledo, InPro3250) を使用して測定した。酢酸やプロピオン酸などの低級脂肪酸、
琥珀酸およびフマル酸、乳酸などのその他の有機物質は、Shim-pack SCR-102Hカラム (SHIMAZU; 
移動層: 4 mM p-トルエンスルホン酸; カラム温度: 45°C) を使用して、高速液体クロマトグラフ 
Table 4-1 Composition of the synthetic seawater medium used in this study. 
( ) *Substrate concentration after 1,351 
days of operation period. 
Artificial seawater pH 7.5 Trace mineral solution
g/L mg/L
NaCl 25 FeCl2 1270
NH4Cl 0.5 MnCl2・4H2O 198
KH2PO4 0.1 CuCl2 1
MgCl2・6H2O 4 H3BO3 6
CaCl2・6H2O 1 Na2MoO4・4H2O 24
NaHCO3 2 NiCl2 12
Trace mineral solution 1 (ml/L) Na2SeO3・5H2O 1700
Vitamine solution 1 (ml/L) Na2WO4・H2O 3
Se/W solution 1 (ml/L) CoCl 130
add to artifical seawater ZnCl2 136
mg/L AlCl3 13
Glucose 85 (0)*
CH3COONa 58 Vitamin solution mg/L
CH3CH2COOH 30 Biotin 4.88
Yeast Extract 20 (10)* folic acid 8.82
Na2S solution 1 (ml/L) pyridoxine-HCl 4.12
thiamine-HCl 6.74
Selenium and Tungsten (Se/W) riboflavin 7.52
stock solution nicotinamide 2.44
mg/L calcium pantothenate 9.54
Na2SeO3 1.7 vitamine B12 27.1
NaWO-H2O 3.3 4-aminobenzic acid 2.74
lipoic acid 4.12
Na2S stock solution (pH 7.5)
g/L
Na2S・9H2O 36
( )*Substrate concentration after 1,351 
days of operation. 
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(HPLC: SHIMAZU) で測定した。グルコースとエタノールは、SCR101-Hカラム (SHIMAZU; 溶離
液: H2O; カラム温度: 60°C) と屈折率検出器 (SHIMAZU RID-10A) を使用して、HPLCで測定した。
全有機炭素 (Total Organic Carbon: TOC) は、日本工業規格 (JIS K0102 22.1) に従って、TOC分
析器 (TNC-6000, 東レ) を使用して分析した。メタノールは、DB-WAX カラム (Agilent 
Technologies)を使用して、ガスクロマトグラフ-マススペクトル分析法 (Gas Chromatography -Mass 
Spectrometry: GC-MS) (JMS-AM20, JEOL) により分析した。モノメチルアミンは、2, 4, 6-トリニ
トロベンゼンスルホン酸によって誘導された後、Mightysil RP-18 PAカラム  (関東化学; アセトニト
リル/H2O [50/50→100/100] を移動層として使用し、勾配移動層システムによりカラムに供給する) 
と340 nmのUV分析器 (Waters 996 Photodiode array detector) を使用して、HPLCで測定した。
トリメチルアミンとジメチルスルヒドは、ガスクロマトグラフ (Shimazu GC-2014) で測定した。ト
リメチルアミンの測定には、ß·ß-ODPN 25 % Chromosorb W 60/80 AW-DMCSカラム (信和化学
工業) と炎光光度検出器 (Flame Photometric Detector: FPD) を使用し、ジメチルスルヒドの測定に
は、PEG6000+KOH 120+2 Chromosorb W 60/80 AW-DMC カラム (信和化学工業) と水素炎イオ














溶液の作成は、Moench & Zeikus (1983)の方法の準拠して行った。 
 




 DNA抽出は、ISOIL for beads beading kit (Nippon Gene)を用いて行った。抽出DNAは、Mag 
Extractor-PCR & Gel Clean up-kit (TOYOBO)を用いて精製した。バクテリアの16S rRNA遺伝子を
標的とした増幅には EUB338, EUB338-I,EUB338-II および EUB338-III を当量ずつ混合させた
EUCB-338F  (Amann et al., 1990; Daims et al., 1999)/1492R (Weisburg et al., 1991)のプライマ
ーセットを用いた。 アーキアの 16S rRNA を標的とした増幅には、Arch21F (DeLong, 1992) 
/Ar912r (Miyashita et al., 2009) のプライマーセットを用いた。PCR 反応には TaKaRa ExTaq 
(TaKaRa)を使用した。PCR反応条件は、95°C-9分の初期変性の後、95°C-40秒、50°C -30 秒、72°
C-60秒の PCR サイクルを 20-35 サイクル行い、MinElute PCR purification kit (Qiagen)を用いて
精製した。精製したPCR産物のクローン化の方法は第3章に記述した。クローン化された配列のうち、
互いに 97%以上の相同性を示すクローン配列は 1 つのファイロタイプして扱った。得られたクロー
ンの系統分類や系統解析には、mothur program (http:// www.mothur.org) (Schloss et al., 2009)で













工海水を参考に作成した (Table 4-1)。容量65 ml の血清バイアル瓶に20 ml 培地を入れ、N2/CO2 
(80/20, vol/vol) で気層部を置換後、ブチルゴム栓とアルミシールで密閉した。その後、オートクレ
ーブ滅菌を行った。滅菌後、還元剤として Na2S・9H2O (0.015%) と L-システイン塩酸塩九水和物 
(0.015%) を孔径0.22 µmのメンブレンフィルターを通過させて培地に添加した。 





















































Table 4-2 Changes of substance concentrations during the DHS reactor operation. 
-. Not measured (It was assumed that yeast extract was completely degraded in the DHS reactor). 
N.D.: not detected. 
a Yeast extract was calculated based on the assumption that the chemical component is C5H7NO2. 
b The values of carbon balance were calculated by dividing total effluent-TOC including methane gases-TOC   
  by total theoretical influent-TOC. 
c These values were obtained from the gases measurement in the gas collection bag. 
179 230 289 357 420 491 560 631 693 761 826 1855
TOC (mg-C/l) 76.17 59 69 52 68 17 42 45 17 16 21 23 ̶
Glucose (mg-C/l) 34.18 (0*) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ̶
Yeast extract (mg-C/l)a 10.47 (5.24*) ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶
Acetate (mg-C/l) 17.06 31 36 28 40 28 31 23 16 20 18 10 7
Propionate (mg-C/l) 14.46 12 19 11 18 11 12 12 7 8 6 5 9
Butyrate (mg-C/l) 0 ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ N.D.
Ethanol 0 ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ ̶ N.D.
Dissolved CH4 in effluent (mg-C/l) 0.01 0.02 ̶ 0.1 0.2 0.3 0.4 0.3 0.3 0.4 0.2 ̶
CH4 in gas phase (mg-C/l) 0 0 1.5 3.5 3.6 8.4 10.1 8.0 5.9 9.0 3.6 ̶
Carbon balance (%)b 77 91 69 89 22 55 59 22 21 28 30 ̶
 ∂13C-CH4 (‰)c ̶ ̶ ̶ -74.9 -78.1 -64.5 -60.1 -60.9 -61.7 -62.8 -64.4 ̶
 ∂13C-CO2 (‰)c ̶ ̶ ̶ -15.5 -15.0 -15.6 -15.7 -15.7 -14.7 -15.5 -15.9 ̶
Theoritical
values of
Sampling day of effluent seawaters and gases















出された (Table 4-2)。さらに、生成されたメタンガスに含まれる炭素の安定同位体組成は -60.1‰ か
ら-78.1‰ の間であり (Table 4-2)、微生物反応によって生じたメタンガス (Whiticar, 1999)である可
能性が高いことが強く示唆された。メタンガスの生成量が大幅に増加した357日目では、0日目で最
 
Figure 4-3 Archaeal and bacterial composition shown by clone analyses. Clonal composition of (A) archaeal 
16S rRNA gene and (B) bacterial 16S rRNA gene. Clone libraries were constructed from samples on day 0, 
357, 560, 761 and 1,855. 














トしていくことが示された (Table 4-2)。 
 バクテリアの菌叢解析の結果でもアーキアの結果と同様に、運転開始357日目から菌叢が大幅に変
化した。培養開始前には、既に分離された嫌気共生細菌が属しているδ-proteobacteria 綱や






























り、例えば、Hattori et al. (2000)の報告では、高温の排水処理リアクター内の汚泥を植種源にして55°C
でバッチ培養を行ったところ、最初にメタンが生成されるまでに2ヶ月の時間を要している。本研究
で使用したリアクターでの培養温度は 10°C ではあるが、同じ堆積物から分離されたバクテリア













を解析した (Table 4-3)。 




















2CH3(CH2)2COO- + HCO3- + H2O → CH4+3CH3COO- + H+  ΔG0’ = -40 kJ/reaction 
 
Table 4-3 Microbial compositions in butyrate-fed batch-type enrichment cultures. (A) Enrichment culture 
obtained at 25°C. (B) Enrichment culture obtained at 10°C. 
(A)
Number of clone/
Total of clone Domain Closest spices
Sequence
similarity (%)
24/24 Archaea Mathanobacterium sp. MO-MB1 (AB598270) 99
14/22 Bacteria Syntrophomonas bryantii (HE654006) 99
7/22 Bacteria Geosporobacter subterraneusu (DQ643978) 98
(B)
24/24 Archaea Mathanobacterium sp. MO-MB1 (AB598270) 99
8/23 Bacteria Geosporobacter subterraneusu (DQ643978) 95
7/23 Bacteria Syntrophomonas bryantii (HE654006) 99
6/23 Bacteria Clostridium halophilum (X77837) 92
1/23 Bacteria Bacteroidetes bacterium (AB623230) 96
1/23 Bacteria Geosporobacter subterraneusu (DQ643978) 93





あり、それ以降は定常期に達して約28日間で10 mMの酪酸を完全酸化することが示された (Fig. 4-5)。






なアミノ酸を基質として利用し、酢酸を生成することが報告されている (Klouche et al., 2007)。また、
今回のクローン解析では配列は得られなかったが、得られた酪酸集積培養系の中にはG. subterraneus
以外にも共存菌が混在していることは明らかになっている (5 章に記載)。その一つである
Figure 4-4 Photomicrographs of the butyrate-fed batch-type enrichment culture at 25°C.  
Phase-contrast micrograph (left) and fluorescence micrograph (right) show the identical field. 
Bars represent 10 µm. 
Figure 4-5 Methane production via butyrate degradation in the butyrate-fed enrichment culture. 





酢酸の濃度は特に高いことが示されている (Breitenstein et al., 2002)。その一方で、酢酸以外の酪酸
の消費やメタンガス生成は理論値通りの値を示しており、 Syntrophomonas sp. と













スプラントの他には枯渇油田や地下の炭層領域から多く検出されている (e.g., Mayumi et al., 2011; 
Yamane et al., 2011; Shimizu et al., 2007)。このことから、海底下を含む地下圏において酪酸酸化
は主流な代謝循環の一つである可能性が考えられ、Syntrophomonas sp. の集積培養系の獲得に成功
したと考えている。さらにS. bryantiiは、海洋領域の泥から分離されており (Stieb and Schink, 1985)、
本研究で使用した培地に含まれる程度の NaCl 濃度 (25 g/l)でも十分に生育できることが報告されて
いる (Zhao et al., 1990)。既往の知見に記述したが、この濃度の塩濃度に耐性を有する他の酪酸酸化
0 7 14 21 28 35
Methane (mmol) 0 0.01 0.09 0.16 0.17 0.17 101
Butyrate (mmol) 0.41 ー ー ー ー 0.01
Acetate (mmol) 0.04 ー ー ー ー 0.88
Sampling days Electron
recovery (%)
Table 4-4 Butyrate degradation, and methane and acetate production by the butyrate-fed batch-type 
enrichment culture. 
  







 3-2-3. 酢酸集積培養系内の微生物種の同定 
酢酸による集積培養系では 25°C の培養系のみメタンガスの生成が確認された。集積培養系内に培養
されてきた微生物種の同定を行うため、アーキアおよびバクテリアの16S rRNA遺伝子に基づくクロ
ーン解析を行った。それぞれ22クローン前後の配列を解析した (Table 4-5 A)。アーキアのクローン
解析の結果、水素資化性メタン生成アーキアMethanoculleus属に属する配列のみが検出され、得ら






化をしないことは既に明らかとなっている (Imachi et al., personal communication)。また、検出さ
れた配列と 99%の相同性を有し、同じ堆積物から分離された Bacteroidales 目に属する strain 
JAM-BA0302は、従属栄養性の通性嫌気性細菌として提案されており、好気培養の時のみ酢酸を生育





Domain Closest spices Sequence
similarity (%)
10/10 Archaea Methanoculleus hydrogenitrophicus (Fj977567) 97
5/10 Bacteria Clostridium aminobutyricum (X76161) 92
3/10 Bacteria Strain JN18_A14_H (DQ168650, genus Sedimentibacter) 98
2/10 Bacteria Strain JAM-BA0302 (AB362263, order "Bacteroidales") 99
(B)
24/24 Archaea Methanobacterium sp. MO-MB1 (AB598270) 100
21/24 Bacteria Geosporobacter subterraneusu (DQ643978) 98
1/24 Bacteria Clostridium halophilum (X77837) 93
1/24 Bacteria Bacteroidetes bacterium (AB623230) 96
1/24 Bacteria Strain JAM-BA0302 (AB362263, order "Bacteroidales") 93
 
Table 4-5 Microbial compositions in the acetate-fed enrichment culture. (A) The enrichment culture 
obtained after three months cultivation. (B) The enrichment culture obtained after two years cultivation. 
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び0.05% yeast extract (Difco) を添加した液体培地に移し、25°Cで培養を行った。 
 推定酢酸酸化共生細菌のClostridiales目バクテリアの分離は、(1) 希釈培養法と低温殺菌、(2) 抗生
物質添加および (3) ロールチューブ法の3種類の分離操作により行った。分離基質は、10 mM クロ
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トン酸および 0.05% yeast extract、20 mMギ酸と100 kPa H2/CO2の3種類の基質を試した。その






 上記 2 種類を組み合わせた方法で分離を試みた。希釈培養法には、容量15 ml の試験管 (Hunget 
tube) に9 mlの培地を入れ、N2/CO2 (80/20, vol/vol) で気層部を置換した。分離源となる集積培養
系から培養体を1 ml 採取し、1本目の試験管に植種した。それを試験管10本目 (10-10)まで作成した。




























 分離株の純粋性は次の3種類の方法で確認を行った。(1) 16S rRNA遺伝子のダイレクトシーケンス、
(2) 新たに設計した推定酢酸酸化共生細菌に特異的なプローブAce25B1_834 (5’-CCG AAG CCT 
CGC GAC CCC-3’)によるFISH法。プローブの標識にはAlexa Fluor 488を使用し、5’末端に標
識した。至適ホルムアミド濃度はClone-FISHにより求め、FA濃度30%でFISHを行った。(3) 無菌




アおよび硫酸還元菌の混入の有無を確認するために、基質には (1) 100 Kpa H2/CO2と10 mM チオ
硫酸、(2) 2 mM キシロース (3) 2 mMグルコース (4) 2 mM フルクトース (5) 2 mM スクロース (6) 





 Syntrophomonas sp. は、寒天培地上にコロニーを作ること、単独培養基質としてクロトン酸を利





成アーキアが僅かに混在していた方が Syntrophomonas sp. の増殖には効果があった (データ非表
















酸での増殖は遅いことは知られているが (Beaty & Mcinerney, 1987; Sekiguchi et al., 2000)、yeast 




対してSyntrophomonadaceae科に特異的なプローブS-F-Synm-0700-b-A-23 (Hansen et al., 1999; 
















遺伝子の相同性 (92%) が最も高い “Clostridium aminobutyricum”や、91%の相同性を有する
Anaerovorax odorimutans は、4-aminobutyrate を基質として単独で生育できることが知られてい
る (Hardman et al.,1960; Matthies et al., 2000)。さらに“C. aminobutyricum”については、
4-aminobutyrate を基質とした際の代謝経路も報告されており、4-aminobutyrate を利用した後には














































見となる (Fig. 5-３)。 
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Figure 5-1 FISH analysis of strain MO-YS cells cultivated on 10 mM crotonate and 0.05% yeast extract. 
DAPI-stained total cells (A) and strain MO-YS specific probe hybridized cells (B; Alexa Fluor 488) show 
identical field. Bars represent 10 µm. 
 
Figure 5-3 Neighbor-joining 16S rRNA gene phylogenetic tree showing the phylogenetic position of strain 
MO-YS and related syntrophic acetate-oxidizing bacteria. Scale bar indicates 2% sequence divergence. The 
numbers at the blanch nodes show the bootstrap values obtained after 1,000 replicates. 
 
 
Figure 5-2 Photomicrograph of strain MO-YS cells. Bar represents 10 µm. 
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4. 小括 
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 MO-YS 株は SILVA rRNA database SSU r121 の分類によると Firmicutes 門；Clostridia 綱；
Clostridiales目；Family XIIIに属していることが示されている。さらに、作成した系統樹からもMO-YS
株はFamily XIIIに属する可能性が高いと考えられる（Fig. 6-1）。Clostridia綱には、Clostridiaceae、
Christensenellaceae 、 Eubacteriaceae 、 Lachnospiraceae 、 Peptostreptococcaceae, 
Ruminococcacea 科が属しており、さらに上位分類群が定まっていない Family XI および Family 
XIII incertae sedisが存在する (Garrity et al., 2005; Rajilić-Stojanović & Vos et al., 2014)。Family 
XIII incertae sedisは、Eubacteriaceae科から分けられたグループであり、現時点では、Anaerovorax
属、Mogibacterium 属と Eubacterium 属の一部の Eubacterium spp. が属している 
(Rajilić-Stojanović & de Vos et al., 2014)。その中でもMO-YS株は、16S rRNA遺伝子の相同性と
系統樹の樹形から Anaerovorax 属に属する“Clostridium aminobutyricum”、Anaerovorax 
odorimutans strain NorPut1Tと最も近縁であることが示唆された (Fig. 6-1)。最も近縁なバクテリア
である “C. aminobutyricum”との相同性は、92%であり、この数値は菌学的性質の違いによっては
新属提案ができる可能性を有している。さらに、Anaerovorax 属は系統樹の樹形から Family XIII 
incertae sedis に属しているEubacterium spp.とは異なる属に属することが示され、2000年に提案
されたばかりであることに加え (Matthies et al., 2000)、Family XIII incertae sedisの近縁には上位
系統分類が定まっていないFamily XII incertae sedisがあること、それら２つのグループ付近では分
離株が極端に少ない。これらのことから、MO-YS株の系統分類や菌学的性質を調べ他の近縁種と比較
することは、学術的に重要な知見に成り得ると考えている。本章では、MO-YS株の菌学的性質を調べ、












粋分離されたMethanobacterium sp. MO-MB1株 (Imachi et al., 2011)とドイツの菌株保存機関で
あるDSMZ (Braunschweig, Germany)から購入したMethanoculleus submarinus strain Nankai-1T 
(DSM15122)、Methanoculleus marisnigri strain JR1T (DSM1498)の3株を用いた。MO-MB1株 と
同様にM. submarinusとM. marisnigriも海底から分離されたメタン生成アーキアである (Mikucki 
et al., 2003; Romesser et al., 1979)。Methanobacteria sp. MO-MB1株の単独培養に使用した培地
組成は、第4章に記載した組成に従った。また、M. submarinusとM. marisnigriの単独培養培地は、
DSMZ の提示している推奨培地組成 (Medium 141)を参考にした。推奨培地から、Trypticase 
peptoneを抜き、vitamin solutionやtrace elements solutionは、第4章に記載した組成のものを用
いた。基質は、全株とも100 kPa H2を基質として30°Cで培養した。 
Figure 6-1 Neighbor-joining phylogenetic tree based on Clostridiales familly Xlll and related bacterial 16S rRNA 
gene sequences. A 16S rRNA gene sequence of Thermosulfidibacter takaii (AB282756) was used as the 
out-group. The numbers at blanch nodes show the bootstrap values obtained after 1,000 replicates. The scale bar 











M. submarinusおよびMO-YS株とM. marisnigriの組み合わせは、培養方法 (1) の方法のみ行った。
MO-YS株とMO-MB1株の組み合わせでは、培養方法（2）、（3）、（4）の方法により再構築を試みた。
培養方法 (1)：容量15mlの試験管 (Hunget tube) に9mlの培地を入れ、単独基質で培養したMO-YS
株とメタン生成アーキアの培養液を 0.6 ml ずつ混合させた。培養温度は、25°C もしくは、M. 
submarinusは、至適生育温度が45°Cであることから (Mikuchi et al., 2003)、30°Cでも培養を行っ
た。培養方法（2）：容量65 mlのバイアル瓶に対して20 mlの培地を入れ、MO-YS株とメタン生成
アーキアの単独培養液をそれぞれ 4 ml ずつ植菌した。培養方法（3）：単独基質の持ち込みを無くす
ため、洗浄した培養液を用いた。MO-YS株培養液は、嫌気状態において人工海水で洗浄と置換を行い、




0.75、2.25、あるいは、4.5 gのGranular activated carbon 8-20 mesh (Sigma-Aldrich, St Louin, MO, 
USA) を入れ、20 mlの培地を入れた後N2/CO2  (80/20, vol/vol) パージを行い、オートクレーブを行
った。その後、還元剤としてNa2S・9H2O (0.015%) とL-システイン塩酸塩九水和物 (0.015%) を孔
径0.22 µmのメンブレンフィルターを通過させて培地に添加した。植種源には、上記の培養方法（2）
の共培養系を1回継代したものを4 ml、単独基質で培養したMO-YS株培養液を3 ml、単独基質で















後に酢酸の濃度変化を高速液体クロマトグラフィー (high performance liquid chromatography: 
HPLC) により測定した。HPLCは、Shimadzu（検出器：UV、カラム：Rezex RHM-Monosaccharide 
H+(8%)）を用いた。(3) 放射線同位体分析による酢酸酸化の確認を行った。その手順は、基質の添加
と植菌後に、終濃度 0.5 MBq/vialのsodium acetate [2-14C] (American Radiolabled Chemicals, Inc., 
Saint Louis, MO, USA) を添加し、25°C、暗所で培養した。培養終了後のガス分析の手順は、Handbook 
of Hydrocarbon and lipid microbiology の第3章の一部分に改良を加えた次の方法で行った。終濃
度0.8 Nの硝酸を培養系に添加することで培養液中のCO2をガス化させた後、ラジオGCアナライザ





  10 mMクロトン酸と0.05% yeast extractを基質として至適生育温度、NaClとpHの検討を行っ
た。これらは、容量15 mlの試験管にて9 mlの培地に対して0.3 mlずつ植菌した系で行い、triplicate 
の培養系で実験を行った。至適生育温度検討は、NaCl濃度が25 g/Lの培地で4、10、15、20、25、
30、37、40と45 °Cの条件で検討実験を行った。至適NaCl濃度検討は、25 °Cで0、5、10、15、














 脂肪酸組成の測定には、湿菌体重量 120 mg (培養液1500 ml)を用いた。GC (%)含量の測定には、
湿菌体重量45 mg (培養液 400 ml) を用いた。大量の菌体を必要とするため、10 mMクロトン酸と
0.05% yeast extractを基質にして大量培養を行った。大量培養には、400 mL培地を1Lメディウム
瓶中で作成し、40 分間N2/CO2パージを行い溶存酸素の除去を行った。ブチル栓で密閉後オートクレ
ーブにより滅菌を行った。その後は、100 g/Lの濃度に調整したNa2S・9H2OとL-システイン塩酸塩
九水和物を孔径0.22 µmのメンブレンフィルターを通過させて400 mlの培地に対して0.6 ml添加
した。培地が還元された後、1M クロトン酸 (pH7.5) を4 ml、20% yeast extractを1 ml添加した。
植種は、10 mMクロトン酸と0.05% yeast extractで培養したMO-YS株培養液を10 ml植菌した。
その後、25°C で対数増殖中盤（脂肪酸用）、もしくは定常期（GC 含量測定用）まで培養した。その
後、菌体を回収し、-20°Cで凍結保存した。 
 脂肪酸の抽出には、Minnikin et al. (1984)の方法で調整した凍結乾燥細胞 (湿菌体重量：120 mg, 乾
燥菌体：19 mg)を用いた。脂肪酸抽出は、Sherlock Microbial Identification System (MIDI, 1999)
法に準拠した。極性脂肪酸はtwo-dimensional thin layer chromatography (TLC)によって分離した 
(Minnikin et al., 1984; Komagata & Suzuki, 1988)。脂肪酸組成の測定は、Miyazaki et al. (2014)
に準拠した。 
 ゲノムDNAのGC含量の測定にはHPLC法を用いた。最初に、-20°Cのフリーザーで凍結した菌
体 (湿菌体重量：45 mg) からゲノム抽出を行った。ゲノムDNAの抽出方法および精製方法はフェノ
ール・クロロホルム抽出法で行い、Saito＆Miura (1963)に準拠した。最終的に500 µg/mlのDNA溶
液を10 µlを解析に用いた。GC含量の測定はHPLC（Nacalai tesque、COSMOSIL 5C18-PAQ Packed 




濃度25 g/L、pH7.5、Hungate tubeにて25 °Cで検討試験を行った。植種には10 mMクロトン酸
と0.05% yeast extractを基質として培養した培養液を使い、各試験管に0.3 mlずつ植菌した。各基
質に加え、生育補助剤として 0.05% yeast extract を添加したためコントロールは、0.05% yeast 
extractのみの系を設定した。生育程度は、OD400の数値で経時的に増殖を確認した。検討した基質は、





(10 mM)、ethylene glycol (10 mM)、lactate (10 mM)、pyruvate (10 mM)、betaine (10 mM)、glycerol 
(10 mM)、putrescine (20 mM)、4-aminobutyrate (10 mM)、yeast extract (0.05%, 0.5%)、tryptone 
(0.1%)、peptone (0.5%)、1-propanol (10 mM)、2-propanol (10 mM)、1-butanol (10 mM)、
1,2-propanediol (10 mM)、1,4-butanediol (10 mM)、2,3-butanediol (10 mM)、ethanolamine (10 
mM)、trimethylamine (10 mM)、dimethylamine (10 mM)、methylamine (10 mM)、ehylamine (10 
mM)、syringate (5 mM)、β-alanine (10 mM)、vanillate (5 mM)、glucose (20 mM)、fructose (10 
mM)、galactose (10 mM)、mannose (10 mM)、rhamnose (10 mM)、xylose (10 mM)、ribose (10 
mM)、sucrose (10 mM)、maltose (10 mM)、lactose (10 mM)、cellobiose (10 mM)、trehalose (10 
mM)、raffinose (10 mM)、cellulose (10 mM)、20種類のL型アミノ酸 (各2 mM)である。また、
酢酸もしくはグルコースを基質にしてthiosulfate (10 mM)、sulfur (10 mM)、sulfate (10 mM)、sulfite 









いる (e.g., Hattori et al., 2000; Westerholm et al., 2010)。本研究でもその方法を用いて検討実験を
行った。酢酸の集積培養系を得た時に MO-YS 株と共に培養されてきた水素化性メタン生成アーキア
Methanoculleus sp.とMethanobacterium sp. MO-MB1株を共生パートナーとして用いた。なお、
共生細菌から生成される副産物や電子伝達経路の違いにより、パートナーとなるメタン生成アーキア
によっても酸化反応の促進が異なることが報告されており、特に、ギ酸資化能力を有していない M.  
 
 
Table 6-1 Methane production in acetate-fed co-cultures. 
Temperature Species of Strain Medium volume Incbation time
Condition  (°C) methanogen MO-YS / vial volume (ml) (month) （µM）
(1) 25 M. submarinus 0.6 0.6 9 ml /15 ml 6 481
(1) 30 M. submarinus 0.6 0.6 9 ml /15 ml 6 517
(1) 25 M. marisnigri 0.6 0.6 9 ml /15 ml 6 325
(2) 25 Methanobacterium sp. MO-MB1 4.0 4.0 20 ml /65 ml 6 909
(3) 25 Methanobacterium sp. MO-MB1 15 1.0 (washed cell) 20 ml /120 ml 6 362
Methanogenic
aechaea






thermautotrophicus ΔH との共生系では酸化速度が非常に遅くなったとの報告もあることから 
(Hattori et al., 2001)、水素とギ酸の両方の資化能力を有しているM. marisnigriとM. submarinus  
(Dianou et al., 2001; Mikucki et al., 2003) を共生パートナーとして使用した。 
 実験方法の項目2-1-2の培養方法（1）、（２）、（３） (Table 6-1)での記載の通り、単独培養させた
M. marisnigri、M. submarinusもしくはMethanobacterium sp. MO-MB1とMO-YS株の培養液を
それぞれ当量ずつ混合させて、5 mM酢酸と0.05% yeast extractを基質として培養した。培養期間
はメタンガスの生成が完全に停止するまでの約 6 ヶ月間培養を行ったが、全ての培養条件において



































きなくなった例も報告されている (Westerholm et al., 2010)。この明確な理由は明らかにはなってい
ないが、MO-YS株の混在菌でもあったSedimentibacter sp. は、アミノ酸代謝に関与する遺伝子を豊
富に有していることが示されており、Dehalobacter sp.とSedimentibacter sp. の共培養系には、






Table 6-2 Microbial metabolisms involved in methanogenesis. Adapted from Hattori (2008). 
 
Table 6-3 Amount of radiation of 14C-labeled CH4 and CO2 in the co-culture of strain Methanobacterium sp. 
strain MO-MB1 and strain MO-YS. 
 















高い電子伝達性があると言われており (Kastening et al., 1997)、メタン生成リアクターから得たグラ
ニュール汚泥を活性炭と共にバッチ培養を行ったところ、活性炭無添加の場合と比較してメタンの生
成効率が上昇したとの報告がある (Liu et al., 2012)。この報告を参考に実験系を構築した。Liu et al. 
(2012) の報告では、活性炭の量によってメタンの生成効率が異なっていたためにバイアル瓶1本あた
り活性炭0.75 g、2.25 gと4.5 gの量で実験を行った。なお、活性炭を混合させていないものをスタ
ンダードにした。培養は、メタン生成効率の傾向を捉えるまでの2ヶ月間行い、1週間ごとに生成さ
れるメタンと水素の濃度の測定を行った。結果は、活性炭無しの系と比較したところ、顕著な違いが
見られず、メタン生成の促進は本実験系において確認されなかった。Liu et al. (2012) の報告では、






Hematite、Magnetite、FerrihydriteとFerric citrateなどの導電性鉱物の利用した種間電子伝達 (Kato 
et al., 2011) も知られているので、今後はこれらの物質を電子キャリアとして酸化反応を促進できる
か検討したいと考えている。加えて、アミノ酸を添加した培養系も構築してみたいと考えている。 
 また、今回の共生系の実験は大気圧条件下で培養を行ったが、圧力をかけて培養することで常圧の
時と比較して菌学的特性が異なることも報告されている(Takai et al., 2008)。したがって、高圧条件
下など深海堆積物環境に近い条件で培養を行うことで異なる挙動を示す可能性も考えられる。また、
培養に依存する手法の他にも共生系を構築する上で必要だと推測されている遺伝子 (Wrom et al., 









 塩濃度試験では、0, 5, 55 g/Lでは増殖がみられなかった。一方で10, 15, 25, 35, 45, 50 g/Lでは
増殖が確認できた。その中でも、25 g/Lと35 g/Lでの生育が最も良く、至適生育塩濃度は25 g/Lか
ら35 g/Lの範囲にあると判断した。温度試験の結果は、3ヶ月間培養したところ、4, 37, 40, 45°C
では生育が見られなかった。一方で、10, 15, 20, 25, 30°Cでは増殖が確認できた。10°Cの培養系を
顕微鏡で確認したところ、細胞が長く変形していたため、細胞分裂を起こしにくい温度であることが
明らかになった。また、至適生育温度は 25°C であることが示された。 至適 pH 試験の結果は、pH 
5.5-pH 8.5の範囲で増殖が確認された。至適pHは6.5–7.0であることが明らかになった。これらを
総合するとクロトン酸と0.05% yeast extractでのMO-YS株の生育条件は、塩濃度10 –50 g/L (至適：
25–35 g/L)、温度10°C–30°C (至適：25°C)、pH 5.5-8.5 (至適：pH 6.5–7.0) であることが明らかに
なった。MO-YS 株は37°C 以上の温度では生育することができなかったが、他の近縁種は、40°C 以
上でも生育できることが報告されている (Table 6-4)。 
 基質利用性試験を行ったところ、Formate、pyruvic acid, 4-aminobutyrate, yeast extract, triptone, 
peptone, glucose, fructose, mannose, xylose, ribose, sucrose, casamino acid, crotonic acid, 
carboxymethyl celluloseの14種類の基質が利用できることが示された。糖類は、単糖を中心に利用
することができ、二糖であるsucrose も利用可能であった。糖類を利用できた結果は、糖類を資化す
ることの出来ないA. odorimutans、Eubacterium spp.、Mogibacterium spp. と生理学的特徴が異
なることを支持するものであった。なお、“C. aminobutyricum”は複数の糖類を利用できることが報
告されているが (Hardman et al., 1959)、その中でもグルコースとキシロースを利用できる点が
MO-YS株と一致した部分であった。その一方で、4-aminobutyrateを基質として利用できたことは、
“C. aminobutyricum” やA. odorimutansとは共通の特性であることが示された。これらの結果から、
16S rRNA 遺伝子の相同性、系統樹による情報に加え基質特異性の結果から、MO-YS 株は
Eubacterium spp.、Mogibacterium spp. よりも“C. aminobutyricum” やA. odorimutansに対して









 今後は、MO-YSが利用出来た基質の中で “C. aminobutyricum” やA. odorimutansでは基質利用
性が確かめられていない基質を用いて追加試験を行うことより、詳細な生理学的特性の違いを評価す
る必要があると考えている。 
 なお、過去に報告された “C. aminobutyricum” の代謝経路によると、4-aminobutyrateからはク





報告されている(Hattori et al., 2000; Balk et al., 2002)。したがって、MO-YS株においても利用可能
な電子受容体の確認を行ったところ、MO-YS株は試した全ての物質を電子受容体として利用すること




 MO-YS 株のGC 含量は、34.7 mol%であることが明らかになった。また、主要な脂肪酸はC16:0、
C14:0とC18:0であり、それぞれ13.3、11.6、9.3%であることが示された。近縁種であるA. odorimutans 
の GC 含量は 29.6 mol%であることが報告されている (Matthies et al., 2000)。一方で、 “C. 
aminobutyricum” および A. odorimutans の脂肪酸組成についてはこれまでに報告されていない。
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処理汚泥を対象にメタン生成アーキア固有の機能遺伝子 methyl coenzyme M reductase 







ために、ゲノム DNA 情報を獲得することを最終的な目的として WCHA1-57 アーキア細胞の 16S 
rRNAを標的としたcatalyzed reporter deposition (CARD)-FISH法およびMCR-2b細胞のmcrA遺
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